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Introduction :

La résistance acquise aux antimicrobiens des lestést une menace croissante pour la
santé humaine ainsi quand médecine vétérinairecdtméquent, la surveillance de la sensibilité
aux antimicrobiens chez les bactéries pathogénesoetmensales chez les animaux est
recommandé par I'OlEAcar et Rostel, 2001).Cette surveillance génere dennées d’'une
importance majeure pour les décisions thérapeugicete fournit des informations sur les

tendances de la résistance.

Bien que certaines études (Zadeksl, 2002b ) , (Sommerhausetrral, 2003) ont montré
gu'il n'est pas possible d'éradiquer les infectintramammaire causées par ce micro-organisme,
mais l'adoption des pratigues de contrdle rédintitlence et la prévalence a un niveau
acceptable , ces pratiques de lutte actuelles @mpnt les mesures d’hygiéne au moment de la
traite (en particulier la désinfection aprés latéa le fonctionnement approprié de la machine a
traire, I'abattage des animaux infectés de mawmi@menique, la séparation des animaux infectés
et une thérapie antimicrobienne appropri€e.

Le traitement antimicrobien joue un réle dans keleontre la mammite en réduisant les
niveaux d'infection du troupeau et en empéchappBaition de nouveaux cas. Toutefois, le taux
de guérison bactériologigue des mammiteS.aureusest relativement faible en raison des
caractéristiques de I'agent pathogene tel que gacité de survivre a l'intérieur des leucocytes
polymorphonucléaires et les changements patholegiqu'’il induit lors d’infections chroniques
(Rabelloet al .,2005).

La Benzylpénicilline (pénicilline G) est un antibigue largement utilisé dans le traitement
de la mammite bovine causée paBtaphylococcus aureuBour les infections intramammaires
avec des souches sensibles a la pénicilline Gg dethiere est considéré comme un antibiotique
de premiére ligne en raison de son avantage théigpe par rapport aux pénicillines résistantes
aux penicillinases (Gravet al,1999). Malheureusement, la résistance a la pénicillinesG e
courante chez les Staphylocoques responsablasalemites, dans certains pays, environ 50%
des isolats sont résistants (Gentiknial,2000) ,(Erskineet al, 2002) ,(Pitkaléet al, 2004 ).
Dans d'autres pays la résistance a la pénicillgsienettement inférieur (NORM-VET, 2001),
(DANMAP, 2002), (SVARM, 2002) cela est le résuld¢ leurs politiques restreintes de

traitement aux antibiotiques.

Le traitement des infections intramammairesS.aureusest souvent infructueux, en
particulier dans les mammites causeées par dehes productrices de-lactamase (Sdt al,

2000) ,(Taponeret al, 2003), ( Barkemat al, 2004). La Détection de la résistance est par

(1]



conségquent, nécessaire a la fois pour la séleatiantimicrobiens et pour I'évaluation du

pronostic.

Parmi les méthodes standardisées pour testeristamsein vitro, la méthode de diffusion
en gélose est techniquement facile a réaliser @esimesures strictes de controle de la qualité
sont appliquées, des informations précieuses péw@emn obtenues. Toutefois, ces tests ont de
nombreuses lacunes concernant leurs performanchsidees ainsi que d'interprétation des
résultats. La détermination de la concentrationimmaihe inhibitrice (CMI) est plus précise et
fournit une concentration réelle indiquant la pamsse de I'antibiotique contre une espéce
bactérienne particuliere. Pour la pratique cliniquétérinaire, les données de susceptibilité
récentes pour les agents pathogenes communs sigaalé@iveau du troupeau et au niveau

régional sont d'une grande valeur dans la séledesragents antimicrobiens spécifiques.

Pour les Staphylocoques, des tests supplémengaitgsmettre en évidence la production
de B-lactamase peuvent étre nécessaires, en partiqdiar les isolats ayant des CMI limites.
Parmi les différents tests pour la détection dg-lactamase, un test direct a la nitrocéfine (une
céphalosporine chromogéne) est recommandé pourStaghylocoques, ou la production
d'enzymes est révélatrice de résistance a la flégm@ciAinsi I'objectif de la présente étude été :

- De vérifier les profils de résistance aux antilgjoés des isolats mammairesSleaureus
de plusieurs troupeaux par la méthode de diffusglendisques en milieu gélosé en
utilisant 07 antibiotiques pour la déterminationdiametre de la zone d'inhibition et de
mesurer la CMI de 03 antibiotiques par la méthodesE

- D’évaluer la fiabilité du test a la nitrocéfine ptéciser ses modalités pratiqgues de

réalisation.

(2]
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1. Anatomie de la glande mammaire

La mamelle de la vache laitiere comprend quatrertigus, chacun avec une glande
sécrétrice individuelle drainée par un trayon. geatre glandes sécrétoires sont structurellement
distinctes et fonctionnent de maniére indépenddtites sont en effet séparées par un ligament
meédian de fixation et par des ligaments latéraunf@mds et superficiels) de support qui les
attachent a la paroi abdominale et au bassin. Lagigrs avant et arriere sont séparés par une

fine membrane conjonctive (Fraazal, 2009) (figure 01 et 02).
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Figure 01 : Coupe transversale au niveau des quartiers abdomiaegment craniale
(d’aprés Pavaux, 1982)

1 Corps de la mamelle ; 2 Papille de la mamell@myon ; 3 Sillon inter mammaire ; 4-5 Sinus
lactifere ou Sinus galactophore. 4 Partie papdlau Citerne du trayon ; 5 Partie glandulaire ou
Citerne galactophore ; 6 Glande mammaire; 7 Ligpenseur du pis ; 8 Corps adipeux supra
mammaire ; 9 Aponévrose d'origine commune des Muacilgs ; 10 Symphyse pelvienne ; 11
Mm. Cruraux médiaux ; 12 Articulation du genou.
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Figure 02 : Conformation générale du pis (d’apres Pavaux, 1982)

1 Conduit papillaire ; 2-3 Sinus lactifere : 2 Rappapillaire, 3 Partie glandulaire ; 4 Anneau

veineux de Flrstenberg. ; 5 Conduits lactiferesGl@hde mammaire ; 7-8 Appareil suspenseur
des mamelles ; 7 Lames médiales (formant, parddossement, le lig, suspenseur du pis) ; 8
Lame latérale (gauche) ; 9 Tissu conjonctif sousio®l; 10 Peau mammaire,

1.1 Le parenchyme sécrétoire

Le lait est synthétisé dans des vésicules de BllDanicrons appelées alvéoles, organisées
en grappes (lobules) qui s’ouvrent sur des arbiwisa canaliculaires intra et inter lobulaires qui
drainent le lait de son lieu de sécrétion verstixme du pis et le trayon (figure 03). L'alvéokdt e
tapissé par une seule couche de cellules cuboilakedactocytes) fixées sur une membrane
basale et il est entouré par une trame de cellalgsepithéliales qui expulsent le lait vers les

canaux galactophores sous I'action de I'Ocytockrarfzet al , 2009).

Alvéole l

Lobule ——r_ -

Cellules Sang artérien

sécrétrices

Cavité
alvéolaires
(lumen)

Sang
veineux
myoépithéliales
Canal lactifere

Citerne de la glande (400 ml)

Citerne de la mamelle (30-40 ml)
Rosette de Furstenburg

Canal de la mamelle

Figure 03 : Les différentes structures internes de la mametiaprés Rémy, 2010)
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1.2 Le trayon

Le trayon est une structure creuse longue de 5-7 icrast constitué d’une citerne
généralement remplie de lait et d’'un canal.

La paroi du trayon est ferme et épaisse et bieptadgour résister a la pression exercée par le
vide dans le manchon trayeur (Rémy, 2010). Ellecesstitué de plusieurs couches, chacune
ayant une fonction importante dans le controlerdasimites et / ou I'éjection du lait.

L’épiderme kératinisé sans follicules pileux nirmglas sébacées et sudoripares est le siege des
terminaisons nerveuses sensorielles, tandis queodahe moyenne de muscle et de tissus
conjonctif transporte les vaisseaux sanguins ephatiques et les nerfs (Fraetzal, 2009).

Le canal du trayon se trouve a I'extrémité infemgedu trayon, d’'une longueur de 01 cm, il
est généralement fermé. Pendant la traite son tiampeut atteindre 02 mm (Rémy, 2010), La
mugqueuse du canal est tapissée d’'un épiderme kiééaiemblable a celui de la peau, la kératine
exerce une activité bactéricide via différentesstaiices et elle est la principale barriere contre
les infections intra mammaire (Fraetzal., 2009).

Au niveau du canal les fibres musculaires lisss®@sdes aux fibres élastiques et a celles de
collagenes sont bien développées et se condend@qmea du trayon en un sphincter assurant
normalement I'occlusion du canal entre les traifefa jonction du canal du trayon et la citerne,
la muqueuse s’épanouit en 5 ou 6 replis qui fornierRosette de Flrstenberg (figure 04) qui
sert de point d’entré pour les leucocytes. Cellestiimpliquée dans les premiéres étapes de la
réponse immunitaire (Rémy, 2010).

La citerne du pis est séparée du sinus du trayommpaepli annulaire renfermant un tissu
érectile veineux (plexus veineux proximal ou anneammeux de Furstenberg). Ce dernier peut

surtout en fin de traite constituer un obstaclpassage du lait (Fram al, 2009).

Rosette des plis papillaires

Muqueuse du sinus lactifere ——

Plis muqueux du conduit papillaire

Peau du trayon

Muscle sphincter de la papille
(sphincter du trayon)

Canal du trayon

-
d
—
preseast

\}‘FLUX DE LAIT

Figures 04 : les différentes structures du canal du trayon (D& Rémy, 2010)
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2. L'immunologie de la mamelle et du trayon

Les bovins laitiers sont exposés a de nombreutedes génétiques, physiologiques et
environnementaux qui peuvent compromettre I'immidi¢ I'héte et augmentent l'incidence des
mammites (Hopstest al., 1998)

L'accent mis sur la sélection génétique afin deimier la production laitiere a augmenté le
stress métabolique associé a la synthese et latisécde lait et une corrélation négative existe
entre la capacité de production de lait et la t@&ste aux mammites (Detilleat al ., 1995).
L’emploi de la machine a traire, la densité d’épyat I'utilisation de matériaux qui soutiennent
la croissance bactérienne constituent égalemerfadesirs qui peuvent avoir un impact marqué
sur la sensibilité des bovins laitiers aux mamm({8xdillo et Streicher, 2002).

Toutefois, I'un des facteurs les plus importantsnas pour influer sur les capacités de défense
de la glande mammaire est le stade de lactatios. Havins laitiers sont particulierement
sensibles aux mammites pendant la période posumag cause de la diminution des
mécanismes de défense de la glande mammaire (8atddtreicher, 2002).

La glande mammaire est protégée par une variét@édanismes de défense, qui peuvent
étre séparés en deux catégories distinctes : I'miginnée et I'immunité spécifique (Sordillo et
Streicher, 2002).

La réponse non spécifique est médiée par la barpkysique du trayon, les macrophages,
les neutrophiles, les cellules NK et par certaatsdurs solubles.

L’'immunité acquise reconnait les déterminants $jgémis d'un pathogéne qui facilitent
sont élimination sélective. Elle implique les aatjgs, les macrophages et différentes populations
lymphocytaires. En raison de la «<Mémoire» de cestdymphocytes, la réponse immunitaire
spécifiqgue peut étre augmentée par une exposiépatée a un agent pathogéne (Sordillo et
Streicher, 2002).
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3. La mammite bovine

La mammite bovine est une maladie a incidence ééwénstitue la principale pathologie
rencontrée en élevage laitier a travers le mondénenau sein des troupeaux avec des
programmes de contrdle. La mammite est une inflatmade la glande mammaire qui se
développe en réponse a des microorganismes pa#sgenentrent par le canal du trayon et se
multiplient a l'intérieur de la glande (Bannermetral ., 2004 ). Le risque d’infection peut étre
augmenté par des facteurs chimiques, physiquesaomatiques. Pour cette raison, la mammite
est considérée comme une maladie multifactoriellerglut :
- l'espéce bovine en tant qu’héte,
- les microorganismes comme agents causals,
- l'environnement, qui affecte a la fois la vaelihée microorganisme causal (Schroeder, 1997).
Dans un troupeau de vaches laitieres, il est plesdib trouver des vaches en bonne santé, des
vaches avec un quartier touché et des vaches asrequartiers touchés (Barkereaal .,
1997).
Cette variabilité suggere que lincidence et lavaience des mammites repose sur des
différences dans la susceptibilité de la glandafettion intramammaire (IIM). Divers facteurs
ont une influence sur cette susceptibilité tels guparité, la nutrition, le stade de lactation, le
niveau de production laitiére et la race (Snathal, 1997),(Zadokset al .,200). En effet, il a
été établi que les vaches forte productrices auvsodel la gestation et en début de lactation sont
les plus sensibles a linfection par les pathogesmesronnementaux\{agter et al, 2000)
(Burvenichet al .,2003). Il est possible pendant la période petpa que les vaches éprouvent
certaines altérations dans les mécanismes de @éfsssciées soit avec des modifications dans
le profil hormonal soit avec le stresse métaboligughysiologique (Mallardt al.,1998).

La mammite est une cause majeure de pertes éconesniigns I'élevage laitier. Ces pertes
sont principalement dues a :
- Une production réduite de lait (Houbenal ., 1993),(Hortet et Seegers,1998) ,
- La détérioration rapide du lait de mammites et pénalités imposées par l'industrie laitiére
(Présence de résidus d’antibiotiqu@dalasaet al, 2007 ,
- Colts élevés de traitement et de remplacemdathkaisse du prix du lait de mauvaise qualité
ainsi que l'abattage ou la mort des vaches malati#gasaet al, 2007 ,
- Une diminution de la fertilité (Loefflegt al., 1999) ,Echricket al,2001).
La mammite affecte également la santé publiqueagsom de I'altération du lait et dérivés par
des microorganismes pathogeénes producteurs deetoXiRosecet al, 1997 ), en plus les
MycobactérieslesBrucelles lesLeptospireset Listeria sont des agents zoonotiques qui peuvent

infectés les humains a partir dés produits laiti@surryet al,1995).
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Les traitements antibiotiques fréquents des cas@®amite peuvent conduire a une prévalence
accrue de résistance chez les pathogénes animaubdil 199P et cela peut aboutir a
I'émergence de bactéries zoonotiques résistantesrgtibiotiques qui peuvent étre transmises
aux humains par la chaine alimentaire.

3.1 Etiologie

Un total d'environ 140 espéces microbiennmss-especes et sérotypes ont été isolées
de la glande mammaire bovine, les techniques amiciogiques ont permis une identification
précise de la plupart des pathogénes de la mamibasé sur leurs épidémiologie et
physiopathologie, ces agents pathogenes ont égséslaen tant que causes de mammites
contagieuses ou denvironnement. Les bacteries agenisegStaphylococcus aureus
Streptococcus agalactiaeMycoplasma bov)s vivent et se multiplient dans les glandes
mammaires infectées et peuvent se propager d'utteeva I'autre ou entre les quartiers d’'un
méme animal. Par contre les bactéries pathogémswinnement ftreptococcus uberis
Streptococcus dysgalactiast les coliformes) sont souvent présentes darigidae et leurs
présences sur la glande mammaire (GM) se fait ipafement par la contamination des trayons
(Hogan et Smith, 1998), (Bradley ,2002).

D’'une maniére générale, [linfection intramammairéeffectue en trois phases.
L’invasion ou les microorganismes passent a tralergsanal du trayon. L'infection durant
laquelle les bactéries colonisent la citerne oasefie multiplient et se propagent dans tout le
parenchyme glandulaire en fonction de la sensibilie I'animal et enfin l'inflammation qui
conduit & une augmentation considérable en celkoesatiques (neutrophiles) qui provoquent
I'apparition des symptomes de la mammite clinique.

3.2 Classification

lls existent différents types de mammites qui pativeétre classées en mammite clinique
qui est caractérisée par des symptdmes locauxe(glé et douloureux avec une consistance
dure, des changements dans la couleur et la canséestdu lait) et dans certains cas des signes
systémiques (hyperthermie, abattement, anorexidjogposé, la mammite subclinique est la
forme asymptomatique de la maladie ; bien que cdé@miére provoque une diminution
importante de la production de lait, a I'hneure eli¢uil n'existe pas de mesures de contrble
thérapeutiques. Enfin, la mammite chronique estactérisée par une durée prolongée de
I'infection mammaire, elle peut demeurer indéfimindans une phase subclinique, ou alterner

entre les formes clinique et subclinique.
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4 . La Mammite Bovine aStaphylococcus Aureus

4.1 Taxonomie

Rosenbach a donné la premiere description taxonmmaux Staphylocoques en 1884
quand il a divisé le genre &taphylococcus aurew Staphylococcus albubien que Pasteur et
Ogston avaient observés des bactéries sphérignesudgous d'abces 4 ans plus tot. Bradford et
Niven en 1955 ont divisé les coccis anaérobiesltiiie et aérobies obligatoires dans le genre
Staphylococcust Micrococcus respectivement sur la base du test oxydationdetation (OF)
du glucose. Une avancée majeure a eu lieu lorsgueninposition en bases d'ADN a été
comparee entre leStaphylocoquest lesMicrocoques(Silvestri et Hill, 1965), cela démontre
gue les Microcoques ont un contenu G+C de 63-73%,mpar rapport aux Staphylocoques qui
ont un contenu G+C de 30-39 % mole, ce qui indigulés ne sont pas significativement liée.

Des études systématiques ont distingué les Stapdgles des Microcoques et d'autres bactéries
en se basant sur la composition de la paroi ce#ulgSchleifer et Kandler ,1972), sur les
cytochromes et ménaquinones (Faller et Schleif@81), (Collins et Jones, 1981), sur les acides
gras cellulaires et les lipides polaires (Naledial, 1984), et I'hybridation ADN-ARNTr .
Récemment, la taxonomie du Phylirnmicutes a laquelle appartient les staphylocoques, a été
entierement révisée (Ludwigt al, 2009). Le genr&taphylococcusippartient a la Classe des
Bacilli, Ordre desBacillales la Famille Staphylococcaceaeconjointement avec les genres
MacrococcusJeotgalicoccugt Salinicoccus

4.2 Morphologie cellulaire et caracteres culturaux

Les staphylocoques sont des Cocci Gram positif),8ea 1.5 pum de diamétre (figure 05),
catalase positive et usuellement oxydase négatisppsés en amas, en diplocoques, en courtes
chainettes voire en grappes typiques. lls sont ibiles asporulés, parfois capsulés.

Figure 05 : S.aureus coloration de Gram (x100(Hart et Shears, 1997)

Le S. aureusest un germe aéro-anaérobie facultatif, capablélistm une variété de

carbohydrates comme source de carbone et d'éndémgevois d’Embden-Meyerhof Parnas-
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(EMP) et de I'hexose monophosphate (HMP) sont kesxdvoies centrales utilisées par les
staphylocoques pour le métabolisme du glucose 8tsa et Winkler, 1963), il croit
abondamment sur milieu gélosé (colonies de 1 a 2dmmiametre) ; La culture est obtenue en
18 & 24 heures a 37°C (culture possible de 10 @)sifr milieux ordinaires (figure 06).

Le S. aureugpousse en présence de fortes concentrations s@migsu sélectif de Chapman a
7,5 % de NaCl). Le pH optimal est de 7,0 a 7,5.rRes produits monomicrobiens, l'isolement
est facile en bouillon ou en milieu solide non sttdtrypticase-soja, Mueller-Hinton). Pour les
produits pathologiques polymicrobiens ou les aliteeon doit recourir a des milieux sélectifs
comme le Manitol salt gar (milieu hypersalé + nitoihou milieu de Baird-Parker au tellurite
(utilisé surtout en microbiologie alimentaire).

Le S. aureuspeut étre distingué des autres especes de Staphules sur la base de la
pigmentation dorée des colonies, la product®eahgulase, la fermentation du Mannitol et du
Tréhalose et la production de Nucléase thermostable

Figure 06: Colonies de S.aureus sur gélose au sdHaurt et Shears, 1997)

4.3 Epidémiologieet caractéristiques
Le S. aureusest considéré comme un agent pathogéne mammainéagoeux,

généralement propagé d’'un quartier a I'autre aivean individuel et entre les vaches a la traite.

En raison de sa nature contagieuse, il est devanagant pathogene majeur du pis dans de
nombreuses régions du monde. Il peut provoquer ndasimites cliniques et subcliniques,
répondant mal a la thérapie antimicrobienne eta@mgr souvent des infections chroniques de
longue durée (Sadt al, 2000).
4.3.1Prévalence

La prévalence des mammites cliniques. aureusest de 3,3% a 40% (Elbezsal,1998),
(Waageet al,1999), (Bradleyet al,2007), (Fergusoret al,2007), (Ericsson Unnerstagt
al.,2008) , (Olde Riekerinkt al,2008), tandis que la proportion d'isolatsSleaureudors de
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mammites subcliniques dans certains pays et régesgue entre 3,2% et 63% (Gianneeceini
al., 2002),(Pitkalaet al., 2004), (Tenhageet al,2006) ,(Bradlet al,2007).

Plusieurs rapports ont révélé la présence de pitssisouches d&. aureusresponsables de
mammites bovine. Selon ces études quelques soymlEEMIinantes, souvent largement
diffusées parmi les troupeaux a travers les régigugraphiques ont été associées a la plupart
des infections de la mamelle (Mattheetsal, 1994 ), (Kapuet al, 1995), (Buzzol®t al, 2001),
(Sabouret al,,2004), (Morket al,, 2005), (Smittet al, 2005).
Les différences régionales dans la répartitionsbeshes ont également été décrites (Sabbur
al., 2004). En outre, dans un troupeau spécifigueesti commun de trouver une souche
prédominante (Joet al, 2001).
4.3.2Réservoirs et transmission

La probabilité d'infection de la mamelle augmentéhéte est en contact direct avec les
réservoirs d'agents pathogénes, ou par contaceatgiar I'intermédiaire d'objets contaminés.
Les réservoirs et les vecteurs passifs d'agentoganes tels quB. aureugpeuvent étre tracés
par des méthodes phénotypiques et génotypiques atertains nombres d'études ont été
réalisées dans se sens (Matuisal,1991), (Robersoret al,1994), (Robersoret al,1998),
(Larsenet al,2000), (Middletoret al,2002) , (Zadok®t al, 2002b), (Jorgensest al, 2005),
(Anderson et Lyman,2006), (Havet al,2008).
La plupart de ces travaux ont étudié les sitesaextammaires associés a la propagation de
I'infection au moment de la traite comme la peasitcieyons des vaches en lactation, les lésions
cutanés des trayons et du pis, les machines a ghies mains et les narines des trayeurs.
Seules quelques études ont recherché la préseisodatd’ deS. aureussur d'autres sites
corporels des vaches en lactation, chez des géréssin de gestation , sur des jeunes génisses ,
dans l'environnement des animaux, chez I'hommeans k& lait de tanc et dans les produits issus
de lait cru (Matost al,1991), (Robersoet al,1994), (Roberson et al.,1998), (Jorgensen et al.,
2005),(Capurro et al., 2010).

Dans les études de (Matesal, 1991), (Robersoat al,1994,1998) différents endroits du
corps chez des génisses et des vaches ont étédikohaés et trouvés positif pour & aureus
des proportions variables. A titre d'exemple, lgsaétillons provenant des narines, des poils, du
canal du trayon, du vagin et du périnée chez lagsgés et ceux de blessures sur les mamelles et
les trayons des vaches en lactation ont souverit@teés positifs pous. aureugMatoset al,
1991). Dans l'étude de (Roberset al, 1998), les sources possibles Sle aureusdans le
colostrum des génisses a la parturition ont éticipalement le lait des vaches en lactation, mais
aussi les sites corporels échantillonnés et l'enmement. Les proportions d’échantillons

positifs variées entre les sites et entre les gaup.
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Il'y a lieu de cité que dans les études mentiomiéessus l'identification dis. aureusa

éte faite & I'échelle d’especes et non pas sur della souche.

Comme plusieurs souches 8e aureuspeuvent étre présentes dans le méme troupeau et
pour une identification correcte des réservoirdest vecteurs pour les infections de la mamelle,
I'identification de la souche est essentielle (Semtrauseet al, 2003).

Différentes études ont tenté de trouver des soud@&s.aureusassociées aux mammites dans
les sites extramammaires. L'utilisation de I'élepinorese en champ pulsé (Zadeksl,.2002b),
(Jorgensert al , 2005), (Haveret al., 2008), méthode de référence pour le typagesaoeshes

de S. aureusbovine (Bannermamt al,1995), (Zadokst al, 2002b) a permis d’identifier le
méme génotype dans le lait de mammite et danscleméllons de peau et du canal du trayon,
sur les mains et les narines des trayeurs et éanggions du trayon et du pis ainsi que dans le
lait de tank et dans divers produits du lait cru.

A notre connaissance, aucune étude n'a investitpgdésions du jarret comme un
réservoir potentiel d8. aureusses lésions sont une constatation courante datans types de
logement (Weary et Taszkun., 2000), (Fulwideal, 2007), (Rutherfor@t al,2008), (Lombard
et al .,2010) alors qu’'une association entre les lésthngarret et des CCS du lait élevés a été
rapportée (Fulwideet al, 2007).

Selon des études récentes, les souchesS.deureuspeuvent avoir une virulence
hétérogéne. Cette virulence est responsable de mitesnde divers degrés de sévérité, de
I'habilité des souches a se propager intra et itrrpeaux, de leur capacités a causées des
infections persistantes de la mamelle et de swvidans les sites extra-mammaires
(Dziewanowskaet al,1999),(Zadokset al,2000), (Larsenet al,2000), (Sommerhausest
al.,2003),(Brouilletteet al, 2003), (Zecconiet al,2006), (Haveriet al,2007), (Fournieret
al.,2008). Ces souches sont susceptibles d'expriregerfacteurs de virulence d'une grande
importance, ainsi la présence de genes codantipquotéine A, la protéine liant la fibronectine
(FnBP), I'hémolysine, les leucocidines et les toxinesesupntigénique pyrogenes facilitent
I'invasion et la persistance d&i aureusdans la glande mammaire bovine (Dziewanovetkal,
1999), (Brouilletteet al,2003a), (Haveret al .,2007) .

Dans ce sens (Zeccoet al 2006) ont confirmé que le développement des maesmi
subcliniques pouvait étre lié aux caractéristigdes souches et a I'expression de combinaisons
spécifiques de facteurs virulence.

Dans l'étude de (Fourni@t al, 2008), les résultats ont démontré une forte Gason
entre les génotypes et les types de genes de ngmilainsi qu’entre les propriétés

épidémiologiques et pathogéniques Sleaureus en particulier, le génotype B présenté une
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pathogénicité et une contagiosité élevés, tandislggénotype C et les autres génotypes (O-G)
ont été trouvés associés a des infections indiVielst

Dans I'étude de (Havest al, 2005a) I'inflammation de la mamelle variée endion des
pulsotypes, ce qui supporte la notion d’associatiatne pulsotypes et sévérité des symptémes.

Récemment (Anderson et Lyman, 2006) ont rapporte lgyoersistance d’infections été
associées avec certaines soucheS.daureussolées de troupeaux avec des problémes de haut
CCS et une production de lait réduite.

4.4 a pathogénie des mammites 8. aureus

De nombreux auteurs ont décrit trois phases lardettion aS. aureus I'adhésion aux
cellules de I'hote et a la matrice protéique exHataire, I'invasion ou la pénétration et
I'évasion du systéme immunitaire de I'h6te (FOsS2E05).

L’entrée duS. aureusdans le canal du trayon peut conduire a une iofe@itramammaire, mais
cela dépend de certaines conditions comme pouk tautre infection (le nombre initial de
bactéries, I'acces du microbe au tissu cible,ridemce de la souche et I'immunité de I'hote).
4.4.11’adhésion du pathogene

Le S. aureusest l'un des agents pathogenes les plus impoderies mammite bovine, qui
peut adhérer aux cellules des glandes mammiaingso (Sordillo et Nickerson ,1989) @t vitro
(Henseret al, 200Q. L’adhésionin vitro varie en fonction de la souche 8uaureusdu milieu
et de la phase de croissance et de l'origine diedeseépithéliales mammaires.

Le canal du trayon représente le premier moyenéfiende et est franchi par3e aureusors de

la traite, permettant ainsi la dissémination dedtdrges a I'ensemble du parenchyme mammaire
(Sutra et Poutrel ,1994). Apres cette intrusiorpriemiére étape dans la colonisation de la glande
mammaire consiste a l'adhésion desaureusaux cellules de I'héte et a la matrice protéique

extracellulaire. Cet attachement permet aux baséde ne pas étre évacuées par le flux
physiologique et inverse du lait.

L’adhérence d&. aureusaux membranes cellulaires est médiée par un grdapkésines
appelées Microbial Surface Components Recognizing Adhesive atiix Molecules
(MSCRAMM) constituées de protéines se liant dibaonectine (FNBP), au fibrinogéne FgBP
« lesclumping factor(CIf) A et B », au collagéne (Cna) ainsi que I'acigichoique et certains
composants des biofilms.

Des études approfondies ont permis d’identifier xdMISCRAMMs de S. aureus,la
FnBPA et FNnBPB capables de se lier a la fibronec{fromanet al, 1987) , (Signaet al.,
1989), (Jbnssoat al,1991) et jouant un role important dans l'invasparS. aureugLammers
et al, 1999). L'adhérence d&. aureusaux cellules hotes est essentielle a I'invasiodégtend,
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d’'une part, des protéines de surface bactériermasbtes de se lier a la fibronectine et d’autre

part, des integrinesb31 des cellules hotes (Dziewanoskal, 2000).

Les Fibrinogen-binding MSCRAMMSs permettent I'adiegsiau fibrinogene, le CIfA et le
CIfB provoquent I'activation et I'agrégation pladteere, en plus le CIfB permet la liaison a la
cytokératine épidermique (Sibeb al, 2001), (O'Brieret al,2002b, 2002a).

Le facteur d'affinité pour le collagéne est égalatménportante pour promouvoir
l'attachement des bactéries a des tissus endomnmagdss couches sous-jacentes ont été
exposees (Pattt al, 1992).

Les acides teichoiques groupe de polyméres corttathes résidus du polyglycérol-
phosphate ou de ribitol - phosphate localisésayaloi cellulaire, la capsule ou a la membrane
de bactéries gram-positives.Les acides teichoiggge d la paroi cellulaire sont fixés d’une
maniere covalente au peptidoglycane est présemtest structures contenant du glycérol-
phosphate et du ribitol-phosphate, ils ne sontgsasents dans toutes les espéces de bactéries
Gram-positives et leur présence dépend des conglitie croissance. En revanche, les acides
teichoique sont liés de facon covalente aux glpabdis de la membrane plasmiqueur
présence ne dépend pas des conditions de croissansent plus importantes par rapport aux
acides teichoique liés a la paroi. Les acides ogiele et lipotéchoique serrent de récepteurs pour
I'adhésion aux cellules épithéliales des muque(Wesdenmaieret al, 2004) et permettent aux
bactéries de résister aux peptides anti microbMize( ,2006). Leurs roles exacts dans la
mammite bovine &. aureuse sont pas connus.

Les protéines associées aux biofilms interviendans la fixation des bactéries aux tissus
hoétes et a l'internalisation cellulaire. En effdt,a été démontré que ces protéines étaient
présentes chez une population réduite de baciéok®s des cas de mammites bovines (5% des
isolats testés), mais ils étaient absentes dansodghes cliniques d&. aureushumaine
analysées (Cucareli& al,2001).

4.4.2 Invasion des cellules épithéliales mammaires bovise

La pénétration intracellulaire d8. aureusa été observée sur les cellules sécrétrices
épithéliales mammaires de souris infectées expétatament (Bramlewt al .,1989), sur des
cultures de cellules épithéliales mammaires de ema¢Almeidaet al,1996), (Lammeret al,
1999), Hensenet al,2000a)et sur des cellules épithéliales isolées a pdetifait de mammite
(Hébertet al .,2000). Des étudesn vitro ont également démontré queSeaureusenvahit aussi
d'autres cellules non phagocytaires telles quecédisles endothéliales, les fibroblastes et les
ostéoblastedenzies eKourteva 1998) (Jevoret al, 1999).

La pénétration duS. aureusa lintérieur des cellules hbétes nécessite l'atibra des

protéines tyrosine-kinases, impliquées dans latibh d'un signal intracellulaire et la
[15]



polymérisation desnicro filament: d'actine a la base d'un réarrangement du cytosta«
(Boulongeret al, 2005).Le S. aureussynthétise et sécrete ad®mbreu: facteurs facilitant
l'invasion et la pénétration du parenchyme mammagie que des toxines (les hémolysines
leucocidines) et des enzymes (Sortase, Protéasgu@se, Lipase, Hyaluronidase) (Suriyay
et al.2009).

Lestoxines hémolytiques (surtout les toxira etp) jouent un dle dans la pathogenese
la mammite bovine &.aureu: (Sutra et Poutrel, 1994).alpha hémolysin¢se lie a la membrane
plasmiquedes cellules épithéliales et induit la formationpiges se qui provoque la fuite ¢
molécules de faible taille du cytosol et condua aort cellulaire Cettetoxine, souvent produite
par des isolats d8. aureus provoquant des IIM (Akinedert al,2C01) est toxique pour les
cellules mammairebovines Bramleyet al, 1989), dermonécrotiquet neurotoxiquesDinges
et al, 2000) , elle provoqt I'erythrolyse , perturb&équilibre des ior de la cellule héte et est
nécessaire pouda formation desbiofilms (Caiazzeet al, 2003)et joue un rdél présumé dans la
mammite bovine suraigw& S. aureug Kennyet al, 1993) , (Matsuna¢et al, 1993).

La toxine 3 esune Sphingomyélina C qui hydrolysela Sphingomyélin de la membrane
plasmique quprovoque une permeéabil accrue (Sutra et Poutrel 19%ec un efflux rapide de
K+ et afflux de Na+, Clet C&* conduisant & la lyse cellulairiea beta—hémolysine est produite
par la plus part des souches S.aureusbovines, elle accroit I'effet dl'alpha-hémolysine et
renforces I'attachement duS.aureusaux cellules épithéliales mammair(Cifrian et al,
1995,1996).

La famille dedeucotoxine comprend des toxines gemdommagent les memines des
cellules phagocytaires en induisanformation de pores et un inflide C#*. Les leucocidines
sont composé de deusous-unités de protéirse apparentées (classS et F) dont I'effet

toxiquedépond de leurs actions synergiq La famille desleucotoxine Staphylococcique

comprend le Pantowalentine leucocidine (LUkS-PV _ LukF-PV)la ¥ -hemolysine (HIgA _
HigB et HIgC_ HigB)et le plus récemment décritukM (LukM + LukF’-PV) et LukE/D
(LUKE _ LukD), (Rainareet al .,2003) ,(schubertét al, 2001) ,(Fueyet al .,2005).

Le S. aureusest capable d'excréter une protéine provoquanb#gudation du plasmr
humain ou du lapin (préleveé sur citrate, oxalaéparine ou EDTA) et appel Coagulase libre.
Un Staphylocoque produisant cette toxine seemtifié comm S. aureusMais 02 espéces
observées en pratiqgue vétérinaire peuvent prodigtee enzyme : IS. intermediuset le S.
hyicusLa formation du coagulum ne nécessite pas la peésde calcium, elle n'est pas acti'
par le fibrinogene purifié, mais a ben d'une globuline voisine de la prothrombine (cdasg-

reactingfactor). Cette coagulase est antigénique (7 groapggéniques) et entraine I'apparit
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d'anticorps inhibant l'activité biologique, Au lahtoire, la détection de la coagulase s'effectue
en mettant en présence du plasma de lapin la s@uéhglier dans un tube a 37°C ; la prise en
masse du mélange est réalisée en 3 a 6 ou panf@4 beures ; la coagulation peut étre suivie
d'une dissolution du caillot par suite de I'actilenla staphylokinase.

Les lipases, les estérases et les enzymes modémfdanctions des acides gras (FAME) et
les phospholipases agissent comme des surfactamit® eine variété d'acides gras et molécules
lipidiques que les cellules hétes produisent af@ détruire la membrane bactérienne
(Chamberlain et Imanoel, 1996).

La protéase Staphylococcique la mieux décriteaesétine protéase, connu sous le nom de
la protéase V8. Cette derniere a la capacité deradit d'inactiver les anticorps IgG in vitro. Les
protéases jouent un rble dans la protection colesepeptides antimicrobiens, tels que les
défensines ou les protéines plaquettaires micrddscia protéase V8 est responsable de la
dégradation deBbronectin-binding proteins, induisant ainsi laopagation des bactéries apres
I'étape de I'adhésion initiale (McGawnhal 1997).

La Hyaluronidaseeprésente une famille d'enzymes qui digérentdéadtiyaluronique et
fluidifie la substance fondamentale du tissu coaiibriHynes et Walton, 2000).
4.4.3L’évasion du systéeme immunitaire

La capacité d&. aureusd'échapper a la réponse immunitaire et de suraviatérieur des
cellules est fondamentale pour sa persistance pedddongues périodes. Pour cel&laureus
secrete de nombreux facteurs de virulence dortiokdees superantigéniques, la protéine A, la
capsule polysaccharidique ainsi que la productebidfiims (Sutra et Poutrel, 1994).

Les toxines superantigéniques comprenent les d¢oiénes et la toxine du choc septique
(TSST-1) et sont capables de lier directement leHClpe Il des cellules présentatrices
d’antigenes, provoquant une prolifération incoort@s des lymphocytes T et une libération de
cytokines pro-inflammatoires non spécifiques (Fsreh al,1998), (Kuroishiet al, 2003).
I'entérotoxine C (ETC) est la toxine le plus souvegcrétée par les souches Sleaureus
provoquant des mammites bovin&bling et al, 2001) (Orwin et al, 2003) et il est intéressant
de noter que la gravité de la mammite aigué aié&éa une augmentation de la production de
'ETC (Kuroishiet al, 2003).

La protéine A est constitutive de la paroi ceiidale la plupart des souches virulentes de
S. aureussolées a partir des [IM bovines (sautra et pouti@94), elle inhibe I'opsonisation et la
phagocytose médiées par les anticorps dirigés e@taureusgen fixant la fraction constante
des immunoglobulines de type G (IgG) (Foster, 2005)

La capsule polysaccharidiqgue est une couche d’dysgocharide qui couvre la paroi

cellulaire de certaines souches y compris la ptughes isolats cliniques d& aureugprovenant
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des infections humaines et de mammites bovineg L1 sérotypes capsulaires Seaureus
issus d'infection humaine tandis que 12 sérotgpégté identifies a partir des prélevements de
mammites bovine et les polysaccharides capsuldités et CR) sont les plus répandues
(Sordelli et al, 2000) , la capsule est capable d’interférer daephagocytose d$. aureus
(Thakkeret al,1998) et pourrait masquer les antigénes de la palalaire (Risleyet al,2007).
Cependant, bien que la majorité de soucheS.daureushumaines expriment une capsule, la
production de celle-ci par les souches bovines keplos variable, sous-tendant une moindre
contribution de ce facteur dans la pathogénie ehtanicité des mammites& aureusovines
(Poutrel et al, 1988),(Sordelliet al, 2000), (Tollersrudet al,2000). En plus, I'absence de
capsule, favorise linternalisation d& aureusa l'intérieur des cellules de I'héte et pourrai

faciliter la chronicité de ce type d’infection iatnammaire (Tuchschegt al, 2005).

La staphylokinase se lie aldéfensines et inhibe sont activité bactéricidekgBewaet
al., 2004), en plus elle transforme le plasminogenepksmine, qui se lie a I'lgG et au
composant C3b du complément, conduisant & uneiéonanti-opsonisante (Rooijakkees al,
2005).

Les biofilms sont une communauté structurée deilleslibactériennes enfermées dans une
matrice polymérique autoproduite et adhérant a suéace inerte ou vivante. Cela peut
constituer un mode protégé de croissance qui pefmesurvie des bactéries dans un
environnement hostile. Les bactéries associéesbamitms développent une résistance innée
aux antibiotiques, aux désinfectants et aux meépassde défense de I'néte. Un biofilm est
formé par des étapes multiples qui comprennerikédidn initiale (Mack, 1999), I'adhérence et
la prolifération (Yarwood et Schlievert, 2003), feturation (Dunne, 2002) et le détachement
des cellules planctoniques (figure 07). Les éxopapers formant le biofilm protegent les
bactéries des composants du systeme immunitairé¢hdee, une diminution de l'activité
bactéricide des neutrophiles a été observée ctasrsouches d8. aureugproductrices de slim
(Barrio et al., 2000). Chez 8. aureude poly-N-succinylB-1-6-glucosamine (PIA / PNSG) et
la protéine associée au biofilm (BAP) sont implisjgéns la formation de biofilms (Gétz, 2002).
Le PIA / PNSG est codée par I'opéron ica ADBC. bamfation du biofilm est régulé par
quorum-sensing chez les staphylocoquesagi IFéduit la formation de biofilm et diminue ainsi
la virulence des souches (Cucaradtaal,2002) . En plus, des peptides synthétiques itehibs
de 'ARN Il régulent & la baisse I'expression déng de la formation de biofilms et la

production de toxinen vitro (Balabaret al.,2007)
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Formation et maturation du biofilm
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Figure 07 : Les étapes de formation du Biofilm (adapter d’apri®lelchior et al ., 2006)

Pour les pathogénes mammaire I'adhérence a ét@&étundvitro et in vivo (Aguilar et
lturralde, 2001), (Almeidaet al, 1999) ,(Almeida et Oliver, 2001), (Hensenhal, 2000a) ,
(Hensenet al, 2000b). L'examen microscopique de&saureusdans le tissu mammaire lors
d’infections aigués et chroniques a montré quebkeséries sont principalement disposées en
amas a lintérieur des alvéoles et des canaux tgplamres, en association avec les cellules
épithéliales (Hensemt al,2000a) et apparaissent environ 24 h aprés I'éimosa I'agent
pathogene . La présence du lodoa parmi les isolats dé&. aureusde mammites a été
récemment étudiée par (Vasudewdral, 2003) ; tous les 35 isolats testés possédaselniclis
ica, mais n’étaient pas tous positifs avec le Congoagar ou le test de dosage du biofilm et cela
indique qu'il y a une forte prévalence des géceparmi les isolats mammaires 8eaureus

L'hypothese, que les infections mammaires sontcas=® a la formation de biofilm est
eégalement soutenue par le changement observé dassenkibilité aux antimicrobiens. En
général, les antibiotiques ont un effet plus imgattsur les biofilms jeunes (6h) que sur les
anciens biofilms (18h) (Amorenat al, 1999). Ces expériences montrent également que la
Gentamicine et I'Erythromycine sont les antibiotigues moins efficaces contre les biofilms
formés par I6. aureus

En cas de mammite le phénoméne de la phase ddioaré sa transition simultanée a
partir de la forme subclinique a linfection cling (et vice-versa) est bien connu. Les
changements physiologiques dans la mamelle bogineynt lieu durant la période de transition,
semblent provoquer des changements dans l'expnestsi® genes bactériens et incitais la
régulation des genes de virulence et le passatge mese de croissance en biofilm «défensive»
a une phase «offensive» de croissance, ce quieaiimflammation et les signes cliniques de la
maladie (Melchioet al, 2006).

[19]



leucotoxines ..;_L—_‘?_neutrophile ==

_“_\-\-‘"—‘—\_\_
CHIPS @éécepteur

=
_I £ : Ela(:térib S _ R
C5a \ £
CHIPS
_______ _,[]—J ==
| : F-P

Eap
cellules endotheéliales j-npy.1

boucle
extra
cellulaire

réeceptewur CS5a

Figure 08 : Inhibition de la réponse des neutrophiles a I'infeéon par S. aureus (adapté
d’apres Foster, 2005)

(@) Les protéines CHIPS et Eap interférent avec lenichactisme et I'extravasation des
neutrophiles. La résistance a la destruction paphkptides antimicrobiens dans le phagosome
des neutrophiles est favorisée par des modificatiinla D-alanine et L-lysine des composants
de la paroi cellulaire (indiquées par des +), parsécrétion de staphylokinase (Sak) et
d’auréolysine (Aur), et par la création de phagos®rspacieux dans lesquels les bactéries
peuvent survivre. Les leucotoxines formant des p@@nt représentées par les insertions en
forme de champignons dans la membrane des neugsplf) Modéle d’interactions entre
CHIPS et le récepteur FPR (Formyl Peptide Recembl¢ récepteur C5a. Deux domaines de
liaison distincts mais étroitement liés dans less”3Hsont représentés, un pour I'extrémité N-
terminale de FPR, le deuxiéme pour un domaine ceptéur de C5a.
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Figure 09 : Mécanismes d’échappement a I'opsonophagocytose par
Staphylococcus aureus (adaptpces Foster, 2005)

La figure illustre (a) la capsule polysaccharidique compromet I'accés des neutrophiles et la
liaison au complément et aux anticorps ; (b) Iplsgbokinase extracellulaire (Sak) qui active le
plasminogene lié a la cellule et clive les IgG 8bC (c) la protéine A avec 05 domaines liant les
Fc des IgG ; (d) la protéine Efb qui lie le fact€i et 'empéche de se déposer sur la surface
bactérienne. L’activation du complément apres d@tiement de C3b est empéchée, inhibant
ainsi I'opsonisation. (e) Le facteur CIfA, qui leechainey du fibrinogene.

4.4.4 L’interaction entre le Staphylococcus aureust le systeme immunitaire bovin

L’infection de la GM par |6. aureusest caractérisée par le recrutement des neutesphil
I'activation des lymphocytes et la production déokines (Tableau 01). Par conséquent, pour
évaluer la réponse immunitaire induite, difféeremarqueurs inflammatoires telles que la BSA
(sérum albumine bovin), le TN&-IL-1b, ILg, IL12, IFN-et le Ga ont été mesuré (Alluwaimi
,2004), (Bannermaet al., 2004).

Dans la mammite clinique, par exemple, une augrtientanportante du BSA dans le lait
(utilisée pour déterminer les changements de |lan@abilité vasculaire) a été observée a 24
heure post-infection (hpi) .En revanche, lors demmdes subclinigues une augmentation
significative du niveau de BSA n'a pas été déte(fRiellet et al.2000). Ces résultats opposés

démontrent que le type de la mammite dépend, drepde la réponse immunitaire de la GM a
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I'infection par leS. aureusAu cours d’'une mammite chronique causéeSaaureusil y a une
augmentation du CCS (neutrophiles) de 3-22% (GM infectées) a 55-96% (GM infectées).
Cette augmentation coincide avec l'augmentatiota deerméabilité vasculaire (Bannerman
al., 2004), l'augmentation du nombre de neutroplilesours de la mammite subclinique causée
par S. aureuscoincide avec une augmentation de la concentratitgG, qui favorise une
phagocytose plus efficace des bactéries (Le&nhat,2000).

Le recrutement des neutrophiles a la GM infectée fagorisé par I'll, mais dans
l'infection subclinique, I'lk n'a pas été détecté dans le lait et le factgarnz montré qu'une
augmentation transitoire & 32 hpi (Bannermetral, 2004) , (Riolletet al,.2000). Ces résultats
suggerent que le recrutement des neutrophiles pendépas de l'activite des molécules
chimiotactiques.

La variation des sous-populations lymphocytaires@us des phases aigués et chroniques
d’'une mammite causée p@r aureus'est pas complétement élucidée. Les lympho&ias se
trouvent en plus grand nombre dans les GM non tiéésc(45,3 + 4% de CGP Vs 37,7 £ 3,8%
de cellules Cl). Toutefois, lors d'une infection causée Baaureusl ya une prolifération des
deux types cellulaire CPD et CDy..Lorsque l'infection s’installe, le recrutement tigaphocytes
TCDg. prédomine,ce qui suggere que ces lymphocytes jaurerdle important dans la mammite
chronique causée p&. aureus(Riollet et al,200]), (Rivaset al .,2002) et (Gronluncet al
.,2006).

Les cytokines pro-inflammatoires jouent un réle artpnt dans la réponse immunitaire
contre les infections &. aureusUne augmentation significative de la transcriptiu TNFe a
éte trouvee lors de mammite clinique causéeSpaureusa 24 hpi avec une forte baisse 8 h
plus tard (Alluwaimiet al .,2003). La diminution de la concentration du T&lEeincidé avec
une augmentation de I4 pendant 8h suivi de sa baisse a des nivéaux utdbtes. Ces
résultats suggerent que les deux cytokines jouenble important dans les premiers stades de la
mammite ce qui pourrait expliquer l'inefficacité the réponse immunitaire de la GM pour
éliminer le S. aureuspendant de longues périodes, ce qui favorise ptebyent la forme
chronique de la maladie.

Dans la mammite aigué causée aaureusune augmentation de la production ghlest
détectable a 32 hpi. Pendant cette période, laecdration d'IFNy augmente de maniére
significative et restes a des niveaux élevés pdnaam longue période (> 168 hpi), ce résultat
suggere que I'IFN-influe sur la production d'l; et il est intéressant de noter, que la production

d'IFN-y est associée a des faibles niveaux;g(Bannermaret al, 2004).
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Tableau 01 :Réponse immunitaire de la glande mammaire a S.algésommaire)

Bactérie Type de mammite Réponse immunitaire

Augmentation des CCS

Elévation transitoire des
concentrations du : TNE: IL-113,

Cba
Staphylococcus Clinique, supcllnlque et Augmentation de la concentration
aureus chronique dIL-12

recrutement des lymphocytes T CD8+

Augmentation de la concentration
d’'lgG2

4.4.5Conséquences de l'invasion de cellules non-phagoaiyes par le pathogéne
4.4.5.1Survie et prolifération intracellulaire

Bien queS. aureusait souvent été observé au sein d’endosomes (Hamdl.,1986) ,
(Almeidaet al, 1996) , (Kahkt al, 2000), plusieurs études ont montré la bactése dans le
cytoplasme (Hudsoat al,1995) , (Bayle®t al, 1998) , (Brouilletteet al, 2003b). LeS. aureus
pénétrerait donc a I'intérieur de la cellule-héta un endosome, dont il s’échapperait aprés un
certain temps pour se relocaliser dans le cytogasdependant, les mécanismes moléculaires

développés lors de ce processus sont encore malison

4.4.5.21’apoptose des cellules infectées

L’apoptose associée a l'invasion 8eaureusa été reportée dans les cellules épithéliales
(Bayles et al, 1998) , (Kahlet al, 2000) ,(Wessoret al,2000), les cellules endothéliales
(Menzies et Kourteva, 1998) et les ostéoblastesk@net al, 2000) , mais les avis divergent
quant a savoir si 'apoptose est induite par ldutehdéte pour se défendre ou parSeaureus

pour se propager.

4.4.5.3Formation des variants « petites colonies »

Plusieurs études ont également démontré $uaureusétait capable d'envahir et de
survivre a l'intérieur des cellules épithélialesmmaaires (Almeidaet al, 1996) , (Bayle®t al,
1998) , (Atallaet al, 2010) et de résister a I' activité bactériciads @ellules phagocytaires
(Hébertet al, 2000) , (Voyicket al, 2005) ,(Garzoni et Kelley, 2009).
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Parallelement, une sous-population phénotypiqu8.deureusntracellulaires a été caractérisée
par la faible taille et dénommeée «small colony amats» (SCVs) (Carter et Kerr, 2003),
(Brouillette et al, 2004) ,(Proctoet al, 2006), (Atallaet al, 2010) , (Mitchellet al, 2010). Ces
SCVs sont frequemment isolés lors d'infections iclgnees chez I'homme et chez le bovin et sont
trés résistants a de nombreux antibiotiques (Sanmgdglet al,1974) , (Proctoet al, 2006).

La persistance intracellulaire d&.aureuspourrait contribuer a I'établissement d'infections
chroniques en permettant a la bactérie d'échappaction de nombreux antibiotiques et du
systéme immunitaire humoral (Brouilletét al., 2004) , ces SCV pourraient jouer un role de

réservoir pour la récurrence de la maladie.

4.5Régulation des facteurs de virulence d8taphylococcus aureus

Des stimuli environnementaux conduisent a des draegts dans divers micro-
organismes et ces stimulis induisent des modi6ioatidans I'activité cellulaire par induction de
la transcription de génes spécifiques qui sont sEBeS pour s'adapter aux nouveaux
changements. Afin d’optimiser leur capacité a itdeale nombreuses niches tissulaires et a
proliférer de maniére efficace, les bactéries adtetbppé, un systéme régulatel@uorum-
sensing, qui permet la communication de cellule a cellalesi que la réegulation de nombreux
facteurs de colonisation et de virulence. Lguorum-sensing est le systeme par lequel une
population de bactéries exprime, de maniére coor&wnun phénotype spécifique en réponse a
une densité de population (Novick et Jiang ,2003).

Le pouvoir pathogene dB8. aureusest di a l'action combinée de plusieurs composants
structurels de la surface des cellules et des eegysécrétés et des toxines (figure 10).
L’expression des facteurs de virulence Sluaureusest contrblée par des génes régulateurs
différents comme les@r) Staphylococcal accessory regulator (Cheangl .,1992) ,(Heinrichs
et al .,1996) et des systemes régulateurs a deux comgogarvidson et Tegmark,2001)
,(Novick ,2003 ) Comme lagr (accessory gene regulator), (Noviekal .,1993) et leS. aureus
exoprotein expression locusagPQRY (Giraudoet al ., 1999). Ces génes régulateurs codent
pour plusieurs protéines impliqués dans l'expressie plusieurs facteurs de virulence
extracellulaires ou de surface d'une maniere dépeadde la phase de croissance (Novick et
Jiang ,2003).
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Figure 10 : Régulation des facteurs de virulence de S.aureadapter d’aprés Cheung et
al.,2004)

La synthése de§nBP et de la proteine Apendant la phase exponentielle coincide avec
I'expression disarA et Sae suggérant leurs régulations par ces deux locagrdhsition de la
phase exponentielle a la phase post exponenti@lgynthese des protéines de la paroi cellulaire
est perturbée et la production de toxines extralegles s’accroit. Cette transition correspond a
I'expression maximale dBar A et |'activation consécutive de l'agr. L’'expressitu Sar A est
contrdlée par I&SarR et par le SigB. D'autre part, 'agr est contniéé leSar A, la protéine du
quorum sensing (AIP), ArIRS, MgrA / Rat / NOrR aitsai la protéine membranaire SvrA.
L’activation de lagr conduirait a une régulation positive d'un autrgtésyie appelé TCRS Sae et
I'arrét de régulation du Rot. Cela abouti a la efgion duSar T(répresseur ded’toxine) et du
sar S ( activateur de la synthese de la protéine Ayuieexplique la production élevée de I
toxine et la répression de la protéine A lors'aetivation de I'agr.

4.6 Manifestations cliniques
4.6.1La mammite aigué aS. aureus

Se produit le plus couramment en début de lactatiop a un gonflement sévere de la
glande et les secrétions sont purulentes ou caowignde nombreux caillots épais, la fibrose
extensive et une perte sévere des fonctions deataetie sont presque toujours l'issus final de
cette forme.

4.6.2La mammite suraigué

Se produit habituellement dans les premiers joprésale vélage et est tres souvent
mortelle. Il y a une élévation de la températurel2TC, une tachycardie (100-120 battements /
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minute), une anorexie, une dépression profondeét'ae la rumination et un décubitus.
L’évolution est soudaine, le quartier concernénestement gonflé, dur et sensible au toucher et
provoque de grave boiterie sur le c6té affecté.
4.6.3La mammite gangréneuse

Dans ce cas la mammite aigué évolue rapidement weesnécrose du quartier. Une
coloration bleutée se développe, qui peut évemneht s'étendre au plancher de la mamelle et a
la totalité ou a une partie du trayon ; dans lesh@dres les zones gangreneuses deviennent
noires. La sécrétion est réduite a une petite péathé liquide séreux sanglant. Les quartiers non
affectés sont souvent gonflés et un cedeme sousécpeut s’étendre a l'avant de la mamelle
causé par une thrombose des veines mammairessé&fg képarant la partie saine de la partie
nécrosée va se creuser rapidement et entraineéplaragion des deux parties. Une odeur

nauséabonde assez caractéristique se dégage.

4.6.4La mammite chronique aS. aureus

Les pertes les plus importantes sont causées garntee chronique ou subclinique de la
mammite. Bien que 50% des bovins dans un troupeawemt étre affectés, seuls quelques
animaux présentent des anomalies reconnaissablede piayeur. De nombreux cas sont
caractérisés par une induration qui se développtrgent et une atrophie avec l'apparition
occasionnelle de caillots dans le lait ou aquad® premiers jets. Le CCS du lait est augmenté,
ainsi que les résultats du CMT des quartiers igciais la maladie peut passer inapergue
jusqu'a ce gu’'une grande partie de la capacitéitomelle de la glande est perdue. L'infection
peut persister et la maladie peut progresser laiesur une période de plusieurs mois.
4.7 Diagnostic

La culture microbiologique des sécrétions mammagsisconsidérée comme la méthode
directe pour le diagnostic des lIMSaureusPlusieurs facteurs ont une influence directelaur
détection précise des IIM &.aureus Ces facteurs sont liés soit a la technique &glipour
I'échantillonnage et pour la culture ou a la natwee le développement de linfection
staphylococcique. Suite a I'examen bactériologdjue échantillon de lait, un échec de détection
d’'une IIM pourrait étre di au faible volume de liéatillon, a I'absence de croissance en raison
de la présence d’agents antibactériens dans leudd présence d’'un faible nombre de bactéries
dans le lait. A l'inverse, la présence de bactéreag étre faussement diagnostiquée en raison de
la contamination au cours des procédures d'éclmamiédge ou a cause de la colonisation des

canaux des trayons.
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4.7.1Le choix d'échantillonnage et le volume d'inoculum
4.7.1.1Le choix d'échantillonnage et les CCSs

Différentes souches d8.aureussont associées a des prévalences variables auwdagin
troupeaux laitiers (Sommerhausaral, 2003) , Cela laisse supposer qu'il y a une actesn
complexe entre la réponse immunitaire de I'héteyroe en témoigne les CCS etSeureugjui
peut étre influencée par le type de la souchestllpéus évident qu'une grande proportion de
vaches dans des troupeaux bien gérés ont une faibdération des cellules somatiques du lait,
mais qui sont positifs pour I8. aureus(Zecconiet al, 2003). Cela pourrait étre le résultat
d'infections récemment acquises ou d'une activit@inflammatoire réduite de la souche
(Middleton et al, 2002), (Zecconet al, 2006). D’'un point de vue pratique, les IIMSaaureus
peuvent étre moins sévere (c'est a dire a faibl&)C@ar conséquent le CCS ne peut pas étre
utilisé en tant que marqueur pour identifier leartjers infectées. Cela représente un probleme
potentiel pour les agriculteurs ou les praticienisutilisent le CCS comme le seul marqueur pour
sélectionner les vaches jugées "suspectes”, olibpaaent infectées.
4.7.1.2L’élimination du S. aureus

Logiquement, plus I&. aureusest excrété par les vaches infectés, plus prolvesieles

vaches saines seront exposées a cet agent pathdgendveau d'exposition &. aureus
provenant des vaches atteintes de mammites esinotidn du taux de son élimination, de la
durée de I'lIM aS.aureuset du nombre des vaches atteintes (Setaas, 1990), (Zadoket al.,
2002 a).
4.7.1.3Le volume de l'inoculum

Selon certaines études, un échantillon de laitusigst suffisant pour diagnostiquer les
infections aS. aureus(Erskine et Eberhart, 1988), (Buelat al, 1996). Toutefois, certaines
études utilisaient un volume d'inoculum de 100 gilgai entraine une sensibilité plus élevée,
tandis que d'autres études utilisaient 50 pl (Pedvet al, 2005) ou 10 pL (Zadokst
al.,2002a) , (Dingwelét al.,2003).
4.7.1.4L.e moment du prélevement

Le prélevement d'échantillons avant la traite a étéisé comme une procédure

traditionnelle dans les études de recherche drdeaux de terrain pour détecter les IIM. Les
résultats de I'étude dé&pdderet al,2002)ont démontré que la capacité de détect&: laureus
dans les quartiers présentant une infection intnamaire subclinique, a été maximisée dans les
échantillons frais ou congelés collectés avantdiet et dans les échantillons congelés recueillis

apres la traite.
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4.7.1.5Les échantillons composites
Bien que I'échantillonnage du lait composite puiése utilisé pour les tests de routine

lorsque l'intérét principal est de déterminer lévatence de l'infection au niveau de la vache,
l'utilisation de ce test dans les programmes dér@len ou l'identification correcte des vaches
infectées est cruciale, devrait étre soigneusemeitiée.
4.7.2 Méthodes pour augmenter la précision du diagnostic

Les méthodes classiques bactériologiques pountifdmtion duS.aureusdans les sécrétions
mammaires s'appuyer sur l'analyse des caractéregtigphénotypiques et nécessitent une
expertise considérable et un temps de travail itapbet bien que I8. aureugpeut étre présent
dans le lait, le nombre d'organismes peut étreemsalls du seuil de détection de la méthode
employée ou inhibée par les défenses de I'hoteesurdsidus d'antibiotiques. En plus les
échantillons du lait peuvent étre contaminé lordadprocédure d'échantillonnage et entravent
ainsi les conclusions de la culture. Pour surmocgsrproblemes, des méthodes pour augmenter
la précision du diagnostic ont été également prégms Parmi eux, la congélation et la
centrifugation sont considérées comme les plugassantes. La congélation peut affecter la
viabilité des organismes contenus dans les éclundtilde lait prélevés pour culture
bactériologique mais elle pourrait augmenter laskglité de I'essai en favorisant la libération
des germes présents a l'intérieur des leucocyB&shukkenet al, 1989) ont constaté que la
présence deés. aureusdans des échantillons de lait de mammites subcles et cliniques
conservés congelés a environ -20°C pendant 04, t086esemaines ne différées pas
significativement. Pour augmenter la concentratlars. aureusdans les échantillons de lait et
donc de remédier a la faible excrétion, la cergafion a été proposée (Zeccatial, 1997).
Les résultats ont montré que les cultures du seédimat augmenté de maniére significative le
nombre de résultats positifs en comparaison ageméthodes conventionnelles.
4.7.3 Méthodes de diagnostique bactériologiques (classigu

Le S. aureusest décrits comme un organisme formant des caopigmentéesf-

hémolytiques fermentant le maltose et le mannit@oagulase positive. Mais certaines souches
ont des caractéristiques qui ne sont pas compatdtec la description précédente. En effet,
certainsS. aureussonta-hémolytique p-hémolytiqueo + f-hémolytique 5-hémolytique ou non
hémolytique (Zecconi, 2010). La culture du lait gélose au sang 5% est toujours la méthode
recommandée pour le diagnostic des IINb.aureus suivi par une confirmation des colonies
suspectes par d'autres méthodes telles que ledagtiase et les tests biochimiques.Si les
milieux sélectifs sont appliqués, il est égalemeebmmandé de confirmer toutes les colonies
suspectes par d'autres méthodes.
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Indépendamment de la méthode appliquée, l'ideatifin d'une seule colonie & aureusest
suffisante pour définir le quartiers (la vache) cogninfecté (Zecconi, 2010).
4.7.4 Le typage des souches d&taphylococcus aureulsovine

Le typage deS. aureusest important pour les enquétes épidémiologiquas de
déterminer les sources d'infection, les voies @estmission lors de flambés de maladies et en cas
de présence de souches d'une virulence hétérogéngypage peut étre phénotypique ou
génotypique. Au cours des derniéres décenniesiephgsméthodes génotypiques ont remplacé
bon nombre de méthodes phénotypiques traditiomadlkes résultats génotypiques sont souvent
combinés avec les données phénotypiques appropeiésgue les profils de résistance aux
antibiotiques, ce ci est recommandé, par exemptes dévaluation épidémiologique de la
parenté clonale des isolats (Tenogtal, 1994).
4.7.4.1Les méthodes phénotypiques
4.7.4.1.1’antibiogramme

La détermination de la susceptibilité des isolatma sé€lection d’antimicrobiens a été une
méthode largement utilisée dans la caractérisai@motypique deS. aureugprovenant des cas
de mammite bovine (Jsteras al, 2006). Cette méthode peut étre utile pour ldsdage initial
des souches multirésistantes ou des souches nésssta un important antibiotique donné,
comme la pénicilline. Pour des raisons épidémigjogs cette méthode a un pauvre pouvoir
discriminatoire. En outre, bon nombre de caradigties de susceptibilité testées peuvent étre
treés instable en raison de la présence de plasmideschromosomiques.
4.7.4.1.2 e bio typage

En biotypage, les isolats d& aureussont différenciés par les caractéres culturaux et
biochimiques. Le pouvoir discriminant du biotypags relativement faible. La différenciation
des souches d8. aureuspar séro-typage a été appliquée a des isolataahemite bovine,
visant a développer des vaccins contre les polysaities capsulaire (Sordedi al,2000). Mais
des isolats non-typables sont communs (Tollerstiad, 2000).
4.7.4.1.3La lysotypie

En lysotypie, la sensibilité des isolats &8aphylocoquea un ensemble standard de
bactériophages est testé, elle présente plusiaamvénients, ce qui limite relativement son
utilisation a des laboratoires de référence (Banaaet al, 1995) .Par exemple, lorsqu'elle est
utilisée en cas d’épidémie, le principal inconvéniétait la grande proportion d'isolats qui
étaient non-typables (Olive et Bean, 1999).
4.7.4.1.4Multi-locus enzyme electrophoresis (MLEE)

Les résultats de I'étude de (Selanééral, 1986) et de (Kapuet al,1995) ont indiqué

gu’'un troupeau laitier peut étre colonisé par @uss clones distincts d& aureuset bien que
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certains clones d8. aureussolés a partir de vaches soient étroitementlidss isolats humains,
beaucoup ne le sont pas, ce qui implique que lesfieet réussi de cet organisme entre les
humains et les vaches dans des conditions natestdimite.

4.7.4.2Les méthodes génotypiques

4.7.4.2.1 Multilocus sequence typing (MLST)

Elle fournit une nouvelle approche de I'épidémia@omoléculaire qui permet de suivre la
propagation globale des bactéries (Turner et R2Dy7). Les avantages de la MLST sont sa forte
puissance discriminatoire, sa reproductibilité w ¢gs résultats peuvent étre comparés entre les
études et entre les laboratoires. Toutefois, elfméonvénient d'étre colteuse et demande un
temps de travail important (Stepahal, 2004). La MLST a été utilisée dans des étudedasu
spécificité d'hdte (Herron-Olsoet al, 2007) et sur I'épidémiologie globale des clodesS.
aureusbovins (Smithet al, 2005),(Rabell@t al.,2007).
4.7.4.2.2 L’électrophorese en champ pulse (PFGE)

Hautement reproductible et discriminatoire la PF&SEconsidérée actuellement comme la
méthode de référence et la surveillance coordoméelaboratoires a permis le développement
de protocoles standardisés (Murctedral, 2003). La PFGE a été largement appliquée pour le
typage des souches bovinesSleaureugBuzzolaet al, 2001), (Joeet al, 2001), (Middletoret
al., 2002a), (Jgrgensest al,2005), (Hateet al, 2006), (Aires-de-Sousat al, 2007), (Pelest
al.,2007), (Rabell@t al, 2007).

La méthode a été appliquée spécifiquement afinidigt I'effet du génotype de. aureus
sur la manifestation de la mammite (Zadaisal, 2000), (Middletonet al, 2002b), de
déterminer Il'origine des souches qui causent desmi@s (Zadokset al,2002b), d’évaluer
I'effet du génotype sur la persistance a long tedueS. aureusdans les troupeaux laitiers
(Anderson et Lyman, 2006), d’évaluer la rémissies das de mammites causéesSaaureus
de génotypes différents (Dingwadt al, 2006) et enfin d’étudier les relations génétxdes
souches exprimant des déterminants de virulenaefspees causant une maladie en particulier,
comme une intoxication alimentaire (Jgrgenseal, 2005). La PFGE est la méthode de choix

pour la comparaison des isolats épidémiologiquertiésnt
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4.8 Traitement, contrdle et prévention
4.8.1 Les facteurs affectant le succes thérapeutiques
La probabilité de guérison des mammiteStaphylococcus aurewepend des différents
facteurs liés a I'hote, a I'agent pathogene eraitetment.
4.8.1.1Les facteurs liés a I'hote

L'augmentation du nombre de lactation a été assacién taux de guérison plus faible
dans pratiquement toutes les études (Barkeinah, 1998) , (Zadokst al,2001) , Par ailleurs il
existe certaines preuves que la prévalence detagses a la pénicilline parmi les souches de
S.aureusest plus élevée chez les multiparts par rapportaimaux en premiere ou en deuxiéme
lactation (Sokt al, 2000) , (Taponeat al., 2003) .

Le nombre des quartiensfectésest un indicateur important du niveau de guérison chez
la vache pendant la période seche. Avec plus deignsainfectés on aura de faibles chances de
guérison au niveau de la vache et du quartieréBal, 1994),(Osterast al, 1999). Concernant
I'emplacement des quartiers, il a été démontrélgsi@uartiers arriere manifestent des taux de
guérison significativement plus faibles. En regénérale, ils présentent des risques d'infection
plus élevés (Barkemat al, 1997,1998). On pourrait spéculer que le plundraolume des
quartiers arrieres par rapport aux quartiers auésien fait un facteur qui influe sur la guérison.
4.8.1.2Les facteurs liés aux pathogénes

Dans la plus part des élevages, une seule soucl&adesusprédomine vu la nature
contagieuse du germe, mais une coexistence avetr@Basouches est usuellement observée
(Zadokset al, 2000).

In vivo les souches différent dans leur habilités a diffissentre les troupeaux et dans
leurs capacités a incitées des élévation des CEPraloquer des mammites cliniques et des
infections persistantes (Zado&sal, 2000) , (Haveret al,2005 b) ou des pertes de production
laitieres (Middletoret al,2001).

In vitro, les souches différent dans leurs capacités adeésisa phagocytose (Mullarlet
al., 2001), a former des biofiims (Foest al,2005) et d'envahir les cellules épithéliales
mammaires (Henseet al, 2000a).Pour chacun des caractéres étudiégtro, un effetin vivo
peut étre sollicité. La faculté de survivre a Eneur des phagocytes permet de protéger les
bactéries des éléments de la réponse immunitaifbdte, I'exception peut-étre faite dans le cas
d’'usage d’antibiotiques a action intracellulairks tgue les macrolides et la faculté de former des
biofilms protége les bactéries des réactions immaups et des antibiotiques en les rendant
inaccessiblegLammerset al,1999) , (Vasudevaet al, 2003) , (Cucarellat al, 2004).

(Dingwell et al, 2006) ont observé une réponse spécifique dahsswa un traitement au

tarissement , les infections traitées avec la Tsine ont bien répondus au traitement par
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rapport a celles traitées a la Cloxaciline avee wuérison de 74% et 53% des cas
respectivement . Les résultats ont démontré quigtee des isolats d8&. aureustel que
déterminé par électrophorése en champ pulsé, mftuee facon significative la probabilité de
guérison au cours de la période séche. Par consgglze détermination de la souche
prédominante dans un troupeau peut permettre teogex le contrdle de l'infection@ aureus
4.8.1.2.1La résistance du pathogene aux 3- lactamines

Le S. aureugprésente une résistance a un large éventail dsagetimicrobiens y compris
les désinfectants (Bjgrlared al, 2001).

Dans les pays nordiques, la résistance aux anthiems desS. aureugesponsables de
mammites bovine est généralement moins répanduedgque beaucoup d'autres pays. En
Norvege et en Suéde, la proportion d'isolats @sista la pénicilline est restée inférieure a 10%
(SVARM, 2002) ; (NORM-VET, 2005). Dans le reste keurope, la proportion des isolats
résistants a la pénicilline a variée entre 23% (NP, 2003) jusqu'a 69% (Nunes al, 2007),
aux Etats-Unis 38 a 61% (Erskieeal, 2002) et a été signalée a 40% en Argentine ([Geret
al., 2000). La résistance a la pénicilline est duexpression inductible dg-lactamase codée
par le géneélaz, ce qui provoque I'hydrolyse de I'anne@lactame de la pénicilline. L’échec
thérapeutique a été associé a la résistance deithe deS. aureusnfectante (Sokt al, 2000
(Taponenet al, 2003). Cependant, la relation n'est pas sing@equi pourrait indiquer que
d'autres facteurs bactériens pourraient étre im@siglans le phénomeéne.

L’introduction des antimicrobiens tels que les aéjrclines, les aminosides et les
macrolides pour la thérapie mammaire a été accom@p@gr I'émergence d’'une résistance
correspondante des souches bovinesSdaureus(Myllys et al, 1998). La modification des
protéines de liaison a la pénicilline (PBP) a fgite quelques souches & aureussoient
résistantes a toutes lg¢s lactamines (tableau 02). Cette propriété, appéfistance a la
méthicilline, a été rare chez les isolats bovinsSdaureusa ce jour (Monecket al, 2007)
(Moon et al, 2007). L'émergence récente Sl@aureugésistants a la Vancomycine en médecine

humaine a fait du contréle des infectionS.aureusle plus en plus difficile.
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Tableau 02 :les R- lactamines utilisées en médecine vétériaair

Groupe Antibiotiques
Pénicilline Ampicilline, amoxicilline, benzyl penicilline,
cloxacilline,
Combinaison pénicilline —inhibiteur de 3- Amoxicilline + acide clavulanique.
lactamases
Céphalosporines dé"igénération Cefadroxile, céfapirine, cephalexine
Céphalosporines de 3 éme génération Cefovecine, cefpodoxime, ceftiofur
Céphalosporines de 4 éme génération Cefquinome

4.8.1.2.2L e traitement spécifique des souches

La MLST, fournis des résultats standardisés quiveeu étre comparés entre les
laboratoires en utilisant des bases de donnéesamtiaccessibles par l'intermédiaire du Web
(Enright et Spratt, 1999 ette technique a montrée que la majorité des M sauséees par un
nombre limité de souches @eaureusyui appartiennent a un complexe clonale spécifi§meith
et al, 2005).

La disponibilité de méthodes standards de typagereole chemin pour rechercher des
solutions thérapeutiques spécifiques pour des ssublen identifiées, de sorte que les résultats
provenant d'études multiples peuvent étre comhila@s une base de donnés , la connaissance
des caractéristiqgues spécifiques de virulence stpaeticularités thérapeutiques d’'une souche
pourrait ensuite étre utilisées a des fins de diago, par exemple, proposer des stratégies de
traitement ou de gestion spécifiques a une soucheée .
4.8.1.3Les facteurs liés aux traitements

Le S. aureusest susceptible vitro a plusieurs antimicrobiens, mais les résultatgivo
sont souvent décevant. Plusieurs facteurs incll@antapacité du pathogéne a survivre a
I'intérieur des neutrophile§Mullarky et al, 2001), de former des variant petites colonies ou
formes L (Brouilletteet al,2004), d’'induire la fibrose et de former des micabces (Sordill@t
al.,1989),(Erskineet al,2003) contribuent a I'échec thérapeutiques ddeciions intra
mammaires chroniquesX aureus
4.8.1.3.1Les antibiotiques utilisés pour le traitement desnammites

Pour le traitement des mammites cliniques causéesdesS.aureusrésistants a la
Pénicilline, I'Amoxicilline + Acide Clavulanique ¢ Spiramycine ont été inefficaces (Taponen
et al, 2003) et les taux de guérison étaient faibles tbun traitement a base de Cefalexine +
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Kanamycine, Cefquinome et Céfopérazone administpéesvoie intramammaire (Bradley et
Green ,2009). Bns l'étude de McDougall et al,2007) le pourcentage de guérison
bactériologique était d81.8% etde 33.3% apres un traitement parentéral avec &diylosine
ou la pénéthamateydriodide respectivemeniCesrésultats étaient influencés par I'age, la race,
la gravité de la mammite, le nombre de quartiaisirds et le nombre de jours post-partum au
moment de I'étude.

Pour le traitement des mammites subcliniques datlan, la guérison bactériologique des
quartiers infectés pa. aureuté inférieur (31.6%) lors d’un traitement de $r¢8) jours avec
la Penethamate Hydriodide administréietna musculairg¢Salatet al, 2008) .Alors queour le
traitement des mammites $.aureusau tarissement, l'efficacité de la Tilmicosine dg la
benzathine Céphapirine administrées par voie imaamaire été confirmée (Nickersenhal,
1999), Dingwell et al., 2003).
4.8.1.3.2raitement combiné

Beaucoup de produits semblent étre apparus suralehdé, sans soutien de données
scientifiques sur l'efficacité. Les spécialitégantnammaires avec des combinaisons de deux ou
méme trois antimicrobiens ont été introduites ésorade leurs larges spectres et de leurs actions
synergiques suggérées. La preuve de leur efficacitére la mammite clinique a été mise a
défaut plusieurs fois et I'action synergique niamgés été prouvém vivo (Pyorala ,2006), ainsi
les revendications d'efficacité doivent mainteréire étayées par des données scientifiques.
Dans I'étude de (Taponeat al , 2003) les auteurs ont rapporté un taux de guésspérieure
d’un traitement parentéral et intramammaire comli§tt€6%) a celui d’'un traitement parentéral
seul (56,1%) malgré gu’ils ne discutaient pas ledae le traitement intramammaire combiné
contenait un composé actif supplémentaire qui a& ié inclus dans le traitement parentéral
seul (la Néeomycine).
4.8.1.3.3La durée du traitement

Un traitement de longue durée est généralementigdsaoune probabilité plus élevée de
guérison (Owen®t al, 1988). Les avantages des protocoles de thééeprelus donnent des
proportions plus élevées de guérison avec une ébaigsCCS, une diminution de risque de
transmission et une amélioration de la valeur narde de lait. Ces protocoles doivent étre
évalués contre plusieurs inconvénients tels quurixede l'antibiotique, le risque de présence de
résidus dans le lait et la possibilité d'infeceewvache par le biais des perfusions répéteeke
canal du trayoriGillespieet al, 2002), (Swinkelgt al, 2005), (Halasat al .,2009)

4.8.1.3.4La voie d’administration
Le plus souvent lorsque le traitement antimicrobides mammites cliniques et

subcliniques est mis en ceuvre par les agricultead, un traitement intra mammaire est utilisé.
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Cependant, lors de mammiteSaaureusl’'inflammation du tissu mammaire implique le rac® a
un traitement systémique qui peut avoir un effetdiigue sur la guérison.

Dans un essais clinique qui comparé I'efficacigel’dmoxicilline (62.5mg) sous forme
d’injections intra mammaire a l'injection intra nougaire de Pénicilline G (9000000 U) plus
I’Amoxicilline en intra mammaire sur 78 quartiers gaches avec des mammites subclinique a
S.aureusle pourcentage de guérison été 51% pour I'asgogi®énicilline G + Amoxicilline, deux
(02) fois plus élevé que pour le traitement enaimtrammaire seul (Oweret al , 1988).Dans
I'étude de (Taponeet al, 2003), un taux de guérison supérieur (75,6%)rditetment parentéral
(Pénicilline G) et intramammaire combinée (pénidl + néomycine) a celui du traitement
parentéral seul (56,1%) a été observé. Tandis que Ips infections causées par les soughes
lactamases positives, les taux de gueérison étagdativement faibles29.2% pour le traitement
combiné « Amoxicilline + [I'Acide Clavulanique par voie partérale et un traitement
intramammaire contenant Amoxicilline + d’Acide Cldanique + Prednisoloneet de 33.3% pour
les quartiers traités avec $piramycine). Ainsi le traitement combiné était &ugur au traitement
parentéral seulement pour le grofigactamases negatives.

4.8.1.3.9raitement pré partum des génisses
Jusqu’a 97% des génisses sont infectées par tesgpaes de mammite, souvent des
mois avant le vélage. Les agents pathogénes les @mmuns sont: |&taphylococcus
Chromogenesle Staphylococcus Hyicust S. aureugTrinidad et al, 1990b), (Pankegt al.,
1991), (Foxet al, 1995) et dans les études d'Oliver (Olivetr al,1992,1997,2003)e
Streptococcus Uberist leStreptococcudysgalactiagété prédominant.
Plusieurs études ont démontré I'efficacité des pitsddestinés pour le traitement des mammites
au tarissement (Oweret al, 1991 , 2001) , (Oliveet al, 2004) , (Sampimoet al, 2009) par
rapport aux traitements de lactation (Olivagral,1992, 2003, 2004), (Borrat al, 2006) , ces
auteurs ont suggéré que le traitement des génigstantes avec un produit pour vaches taries
est avantageux parce que:
- le taux de guérison est plus élevé que duranttatian en particulier contre I8.aureus
- il n'ya pas de pertes de lait pendant le traitement
- lerisque de résidus d'antibiotiques est minime,
- le CCS au moment du vélage est réduit et la pramlucte lait est augmentée d'environ
10% chez les animaux traités avec succes dansnsettaupeaux.
4.8.1.3.6Les Traitements alternatifs
Plusieurs remedes non traditionnels ont été testdéant que traitement pour la mammite a
S.aureus L'intérét pour les traitements dits alternatifg stimulé par I'efficacité limitée des

antibiotiques conventionnels, les préoccupationscemant le développement de la résistance
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aux antimicrobiens en raison de I'utilisation abeisles antibiotiques dans l'industrie laitiere et
la croissance du secteur des produits laitiersobiques qui restreint ou interdit l'utilisation
d'antibiotiques.

In vitro, la combinaison de la pénicilline G avec la lagtohe bovine a augmenté I'effet
antibactérien contre I8. aureugDiarraet al, 2002). La nisine, un polypeptide antimicrobien
produit parLactococcus lactisinhibein vitro la croissance d8. aureugBroadbenet al., 1989)
alors que l'utilisation des cytokines dans l'immiéoapie des mammitesS aureusn’est pas
efficace comme traitement autonome mais ils peuwnéliorer les effets bactéricides de
certains antibiotiques (Alluwaimi, 2004).
4.8.2Le controle des mammites &. aureus

Les programmes de lutte contre $& aureusdoivent étre fondés sur quelques points
importants tels que l'isolement ou le retrait deservoirs, I'élimination des vecteurs passifs et
potentiellement ils devraient inclure les mesurssant a améliorer la réponse immunitaire de
I'nGte. LeS.aureusest un pathogene mammaire contagieux, il est emeassocié a des sources
environnementales et les autres especes d’anin@ulaitiers ne semblent pas étre des vecteurs
fortement impliqués dans la transmission de la diala’élimination des sujets infectés et la
prévention de l'introduction de nouveaux animauianes dans un troupeau laitier doivent étre
des stratégies de biosécurité suffisantes pouigtradce pathogéne de la plupart des élevages.
En effet, de nombreux troupeaux qui ont eu recautss pratiques strictes d'hygiene de traite et
d'utilisation judicieuse d’antibiotiques ont éragiqou presque touts les cas de mammites a
S.aureusPourtant, malgré I'application de ces mesures, groblemes peuvent se développer
pour différentes raisons telles que: le climatipalierement froid, la présence de Iésions sur la
peau du trayon, l'introduction de nouvelles soudthe$. aureuset quand les génisses sont
élevées hors site. Ces défaillances dans le centahplet de la mammite& aureugpeuvent
étre liées a la capacité du micro-organisme a ¢sdordes sites multiples sur le corps puis se
propager vers l'extrémité du trayon et provoquerrdammites.
4.8.2.1L'isolement et I'élimination des réservoirs
4.8.2.1.1La ségrégation

Les programmes de contrdles fondés sur la ségoégaitit suivis les principes généraux de
contrdle de la mammite contagieuse et étaient fosdédes procédures précises de diagnostic et
de contrdle strict de la séparation des vachestiéde Les principales étapes du programme de

contrdle tel que proposé par (Zeccehal., 2003) sont les suivants:

» lapplication d'une procédure de traite précisecatstante qui comprend l'utilisation
d'une seule serviette par vache pour nettoyerrdg®rnis et le trempage de ces derniers

dans des solutions désinfectantes avant et aptest&a
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* la mise en place d'une séquence de traite pouireedurisque d'infection, par la traite
des vaches primipares en bonne santé en premigr,psu les vaches multiparts en
bonne santé, puis les vaches récemment introddiées le troupeau, puis la traite des
vaches avec des IIM& .aureusen dernier ,

» Aprés le premier échantillonnage de toutes les emobn lactation au moment de
I'inclusion pour séparer les sujets infectés, uwg@amme d'échantillonnage précis doit
étre utilisé. Toutes les vaches achetés doivert éthantillonnées 7 et 14 jours apres
I'entrée dans le troupeau et les vaches qui onénméent vélées doivent étre
échantillonnées 7 et 14 jours apres le vélage ydebes avec des IIM &. aureussont
séparées et ne sont pas échantillonnées a nouwsgug ce qu'elles vélent et les vaches
non infectées sont échantillonnés a nouveau 2,,410{ 14 et 18 mois apres
I'échantillonnage initial,

* Le diagnostic des IIM est effectué avec des échami de lait de quartier par culture
bactériologique sur une gélose au sang 5%. Touguagiers de toutes les vaches sont
traités au tarissement avec un produit antimicrobie commerce dont le choix est basé
sur la sensibilité des souches $laureudsolées dans le troupeau tel que déterminé par
l'utilisation de la méthode de diffusion de disque

» Le traitement des vaches en lactation infectés smmes cliniques est restreint a celles
gui ont moins de 03 lactations et dans leurs 3@nhes jours de lactation, Ces vaches
sont déplacées vers un enclos ou un hépital véiéginet échantillonnées 5-7 jours et 10-
14 jours aprés la fin du délai d'attente des awotwhiens ; seules les vaches qui sont
jugées gueéris en raison des résultats négatif a@ellfures bactériologiques consecutives
sont autorisées a quitter I'enclos.

» Les traitements antimicrobiens et anti-inflammasisont administrés aux vaches qui ont
développées des mammites cliniques, indépendamehenteur état d'infection par
S.aureusces vaches doivent étre déplacées a un hopiédheintillonnées 7 et 14 jours
apres la fin du temps d'attente. Seules les vacbesidérées guéris sont autorisées a
quitter I'hdpital pour revenir au groupe d'origine.

* Au niveau du troupeau, les gestionnaires d'expioita agricoles sont invités a amélioré
et a maintenir une hygiene appropriée de la litiere
Le programme de contr6le est surveillé directenpantie biais de visites mensuelles par

un praticien formé et par la discussion des résulthanalyse et indirectement par une

vérification hebdomadaire des échantillons envayémboratoire, pour assurer la conformite.
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La ségrégation a été appliquée pendant de nomlzransees pour éradiquer les 1IM duestia
Agalactiaeet elle a permis la réduction de la prévalenceeaerme dans le monde entier.
Toutefois, la ségrégation seule n’'est pas suffesagit des mesures supplémentaires sont
nécessaires, cela peut étre I'une des raisonsxgligeent I'application a faible échelle de ce
programme de control pour I8.aureus en plus de la moindre efficacité des traitements
antibiotiques et la sous-estimation de I'impactrésuique des [IM due §.aureus
4.8.2.1.2 L’abattage

L'abattage est considéré comme un recours finalr gdiminer les vaches avec des
infections chroniques &. aureus malgré I'absence d’'une évidence scientifique t&mt son
efficacité que sur sa rentabilité économique.
4.8.2.2 L’interruption des voies de contamination
4.8.2.2.1 L’hygiéne de la traite

L'importance de I'hygiene de traite est bien conraieles recommandations les plus
importantes a appliquées pour contréler les lIBlaureussont :

* le port de gants par les trayeurs,

e utilisation des serviettes uniques pour nettogsztrayons,

* un réglage convenable de la machine (niveau de pidlsations, débit, pompe a vide,
entrées d’air) et une surveillance du temps déetiii ne doit pas excéder sept minutes
et la dépose en un seul temps de la griffe poyasecréer d’appel d’air,

» la désinfection des trayons a la fin de la trageyn produit d’efficacité connue.

4.8.2.2.2La surveillance de I'état des trayons

Les procédures de traite ont un impact significauif I'intégrité de la peau du trayon, qui
est considérée et reconnue comme 'un des faciteatant pour réduire le risque de nouvelles
infections. La peau du trayon peut étre altérée différents facteurs comme le climat
(Burmeisteret al, 1998) ou les désinfectantS€ vliegheret al,2003). L’appréciation de I'état
de la peau du trayon est utile pour évaluer legugs de mammites au sein d’'un troupeau et
parmi les méthodes les plus utilisées pour I'exam@st le score visu@De vliegheret al,2003).
La peau du trayon est capable d’inhiber la croissales micro-organismes, mais quand elle est
traumatisée (abrasions, brdlures...) elle est plusévable aux infections et dans certains cas
I'utilisation méme de désinfectants au moment detrite peut favoriser lirritation et
I'apparition de gercures ce qui facilite la colatien par |€S. aureugFox et Norell ,1994).
4.8.2.2.3La désinfection des trayons

Le trempage ou la pulvérisation des trayons espuoeedure importante pour lutter contre
le S.aureusll est impératif d’utiliser des préparations @ointiennent des agents émollients et
hydratants dont I'importance est tres souvent sstisnée.Les cremes et les pommades sont des
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exemples des émollients tandis que la glycérirle ptopyléne glycol sont des humidifiant. Ses
substances permettent de garder la peau humidialgepse qui favorise sa résistance a I'action
des germicides ou substances actives présententedproduit désinfectant.
4.8.2.2.4Maitrise des contaminations hors traite

La propreté de la mamelle doit étre préservée algsitie de la salle de traite. Les vaches
ne doivent pas étre exposées immediatement alieeldes logettes ou de I'aire de couchage. Le
temps que le canal du trayon se referme, ellesnmedebout sur I'aire de promenade, raclé de
préférence. Elles y sont retenues par la distbutie I'aliment et éventuellement par un fil de
séparation avec la zone paillée. (Sommerhaetsalr, 2003).

4.8.2.3La vaccination

Malgré plusieurs essais de vaccination menés aueceés avec différents vaccins
commercialisés (Middletoat al., 2006) ,(Leitneret al, 2003d) et non commercialisés (O’brien
et al,2001) , (Leeet al.,2005 ) (tableau 03) tous les épreuves suritaiteavec ces vaccins ont
été infructueuses. Il s'agit notamment de vaccineldppés a partir de souches Sleaureus
vivantes atténués (Fox et Hancock, 1989) ou tués, tbxines (hémolysinea et B), le
polysaccharide capsulaire, la protéine A et lesgmes de liaison a la fibronectine (Calzokitri
al.,1997), (Watson,1992 ). La vaccination avec des celluldsganes bactériennes entieres et
des fractions spécifiques d'antigéne ne suscitentupe protection hétérologue (Yancey,1999
(O’brienet al, 2001) , (rivagt al, 2002) , (Leitneet al, 2003b) , (Sears,2002) . Cependant, les
essais avec des vaccins contenant des facteugemrigties combinés (O’Brieet al,2000) a
partir des composants de surface se sont révé@setteurs si l'antigéne, I'adjuvant et la voie
d'administration sont appropriées.

Les principaux problemes qui affectent la réusduiedéveloppement de vaccins contre la
mammite bovine &. aureussont la variation des souches, la présence d'lysguxharide
capsulaire dans la plupart des souches pathoganesegpermet pas la reconnaissance des
anticorps par les cellules phagocytaires, la iditutles effecteurs du systeme immunitaire dans
le lait (Yancey,1999), (Guidret al.1994), linteraction entre les composants du lait e de
effecteurs immunitaires (Russell al,1997 ) qui réduisent leur efficacité, ainsi gaecapacité
deS. aureus se fixer et de s’internaliser dans les cellgj@ghéliales mammaires.

Il'y a un besoin croissant pour le développemeninddleurs vaccins qui permettent de
surmonter ces problémes. Une meilleure comprehemtss défenses immunologiques naturelles
et acquises de la glande mammaire associée a nnaissance détaillée de la pathogéni&de
aureusdevrait conduire a la mise au point de meilleunéshodes de réduction de l'incidence de

la mammite chez les vaches laitiéres.
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Tableau 03 :les vaccins testés contre le S.aureus provoquast mhammites bovines

Vaccin contreS.aureus | Type de vaccin Effets immunologiques Références
. induits des anticorps qui
lysat de cellules entieres . p d
. étaient plus opsonisants o
deS. aureuencapsulés| Lysat de cellules . O’Brien et
our les neutrophiles et
dans des microspheres entieres p. o . P R al.,2001)
biodéaradables inhibe l'adhérence a
g I'épithélium mammaire
Lysat cellulaire total a Les vaches vaccinées
partir de deux souches (| Lysat cellulaire étaient protégés a 70% (Leitneret
etp hémolytique) ainsi | entier a partir de | contre I'infection comparés al..2003a)
gue les surnageants de  deux souches a moins de 10% chez les h
souche non hémolytique vaches témoins
une protection spécifique .
MASTIVAC | Lysat de cellules P . . P q (Leitneret
. contre l'infection &.
entieres al.,2003c)
aureus
Induire l'activation des
S. aureusivant S aureus vivant cellules immunitaires de la (Rivaset
pathbgéne par voie IM ' glande mammaire et du al.,2002)
sang.
. L vaccin a ADN + Induit des réponses
Fibronectin binding L : o i hk
protein et le clumping protéines immunitaires _ceIIuIalres e (Shkreteet
factor A recombinantes | humorales qui assurent une  a|.,2004)
(FNBP et CIfA) protection partielle contre
S. aureus
La protéine A dé. . . o
AUreLSASSOGIGes A une ADN réponses immunitaires (Carteret
protéine fluorescente induites humorales et al.,2003)
verte cellulaires
Plasmide codant pour ADN réponses immunitaires (Shkretaet
lantigéne bactérief-gal induites humorales et al.,2003)
cellulaires
bactérine Polvvalente de Protéi Elimine certaines infections  (Smithet
S aurgtjls I roteine intramammaires chroniques  al.,2006)
' asS. aureus
lE))E/BSIsgc;E?hleyssilg 'lejlrjsudse Lysigin réduit la sévérité et
exprimant les 0'3 types de Bactérine la duré.e clinique de la (Middletonet
capsules maladie. Aucune des al., 2006)
psu bactérines expérimentales
polysaccharidiques (5,8 et , P
336) n’a un effet significatif.
bactérine dé&. aureus taux delguclérison augmen ¢ (Luby et
' Bactérine d'infection intramammaire

Polyvalente associée &
une antibiothérapie

due aS. aureus

Middleton,2005)
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vaccin trivalent contenant
du matériel capsulaire
polysaccharidique de
S.aureudype 5 (T5), 8

Lysat de cellules

A suscité des réponses
anticorps spécifiques pou
les 3 polysaccharides

.
(Leeet al,2005)

T8) et 336 (T336) avec i ) .
f’ad%uvant in(comp?et de enticres capsulaires (augmentation
Freund (AIF) et IgG1 et IgG2 chez tous les
I’hydroxyde d’aluminium animaux vaccines
CP conjugué a une capsulaire Les vaches dans les deukx

protéine et incorporé dans

des microsphéres de po
(DL-lactide-coglycolide)
emulsifiée dans 'adjuvant

incomplets de Freud

Yy

polysaccharidique
types 5, 8 et 336

polysaccharide-protéine

conjugues émulsifié dan

l'adjuvant incomplet de
Freund

-

o)

protéine et
polysaccharide
Conjugué

groupes ont produit des

concentrations accrues

d’anticorps 1gG1, 1gG2, et

aucune augmentation de
IgM.

Les sérums de vaches
immunisées avec les
conjugués dans des

microsphéres ont induit un
augmentation soutenue d
la phagocytose. Les
sérums de ces deux grouf
ont diminué I'adhérence
des bactéries aux cellule
épithéliales mammaires
bovines.

()

(O'Brienet

al.,2000)
e

es

\"2J
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ETUDE EXPERIMENTALE
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1. Matériel et méthodes

1.1 Description de la zone d’étude
La wilaya de Bordj Bou Arreridj se situe au Norst du pays. Elle est délimitée au nord

par la wilaya de Béjaia; a I'Ouest, par la wilagaBbuira; au Sud, par la wilaya de M'Sila ; a
I'Est, par la wilaya de Sétif; elle est située lguterritoire des Hautes plaines, a cheval sur la
chaine de montagne des Bibans. La wilaya est to@stde trois zones géographiques qui se
succedent :

+ une zone montagneuse, avec au nord, la chaineilo@ssB

+ une zone de hautes plaines qui constitue la mapaute de la wilaya

+ une zone steppique, au sud-ouest, a vocation agjoypke.
L'altitude varie entre 302 m et 1885 m. La wilagacsiractérise par un climat continental, qui
offre des températures chaudes en été et treefeid hiver, parmi les plus basses d’Algérie. La
pluviométrie annuelle est de 300 a 700 mm.
Le nombre d’éleveurs dans la wilaya de Bordj BoweAdj est de 3410 dont 1700 adhérents au
programme FNRPA possédants soit des agrémentssoideigifications sanitaires, répartis sur
08 subdivisions agricoles totalisant un effectifd®®0 vaches laitiéres.
La quantité de lait collecté durant 'année 20kbanue une évolution conséquente (41 798 667
litres), grace notamment a la présence d'un importaseau de collecte « 23 collecteurs »
(Statistiques DSA, 2011).
La présente étude était réalisée au niveau deHdidsion agricole de Ras El Oued, bassin
laitier de la wilaya dont I'élevage constitue urirpaoine important au regard de son effectif et
de sa production, le nombre d’éleveurs est de @Adis que I'effectif bovin est de 4322 dont
2665 vaches laitieres (Statistiques DSA, 2011).

1.2 Exploitations et animaux

Dans le cadre du dépistage des mammites subclmigdeuze exploitations bovines

laitieres ont été sélectionnées dans la région ake B Oued Wilaya de Bordj Bou Arrerid;
(Figurell). Parmi ces exploitations, 144 vacheslaatation de race Montbéliarde (82),
Fleckvieh (40), Pie noire (20) et Pie rouge -Haifs{@) ont été investiguées.
Les animaux étaient en stabulation entravée darsslés élevages et étaient a différents stades
de lactation, le rang moyen de mise bas était@e 2.
Ces élevages ont été retenus sur la base degssigivants :

« L’accord des éleveurs pour nous accueillir poulisénles prélévements,

« Aucun animal n’a été traité durant une période aenins 3 semaines précédant I'étude.
Tous les élevages ont été visités une seule fas. gratiques de gestion, les conditions de

logement et la conduite et I'hygiéne de la traié &é évaluées et documentées dans une base de
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donnés standard. L'objectif de cette enquéte ét@iudié les facteurs ayant une répercussion sur
la santé de la glande mammaire (annexe 1).

Pour le diagnostique des mammites cliniques, 22yeéents étaient fournis par 04
praticiens vétérinaires prives installés sur let@re de la subdivision agricole de Ras El Oued -
Wilaya de B.B.Arreridj. Pour chaque cas, le véid@rm devait noter les circonstances du
préléevement et les observations cliniques. Airesi driteres a renseigner ont été :

- Ladate de la mammite,
- Larace,

- Le numéro de lactation,
- Le stade de lactation.

Pour les données cliniques :

La température rectale,

L’aspect du lait,

L’'aspect du quartier,

La production laitiere du quartier par rapport adamale,

L’état général de la vache (annexe 2).
579 prélevements de quartiers de vaches atteinte®m de mammites, ont été collectés sur
une période de 5 moidé¢ Septembre 2011 a Janvier 2012).

B Elevages
Figure 11 : Image satellite (subdivision de Ras @ued) montrant la localisation des 12

exploitations laitieres incluses dans le cadre dpistage des mammites subcliniques
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1.3 Enquéte épidémiologique
131 Batimentdélevage
La propreté des vaches a un impact significatiflawsanté du pis et en particulier sur le
taux des mammites environnementales. Le maintiela ¢geopreté du pis et des membres des
vaches permet de diminuer la propagation d'agestsogenes vers le canal du trayon. Selon la
zone de I'animal qui est souillée, on peut déteamiguels sont les lieux dans I'étable ou le
niveau de propreté est inadéquat et ainsi applederorrectifs nécessaires.

Les scores d’hygiene du Pis et des cuisses orévé@lé@és et recueillies en utilisant une
échelle de 5 points (figure 12) comme décrite paré et Barnouin, 1985). Les notes attribuées
a chaque zone varient de 0 a 2, selon le baremargui
0: Pas de souillures.

0,5 : Quelques souillures peu étendues.
1: Souillures étendues recouvrant moins de laiéndé la surface observée.
1,5 : Souillures étendues recouvrant plus de la modieadurface observeée.

2 . Zone totalement souillée ou recouverte d’unéiterépaisse.

Notes
0 0.5 1

o | <]

-

Figure 12: L’appréciation de la propreté de la mamelle et @ecluisse d’aprés
(Faye et Barnouin ,1985)

L’interprétation des résultats se fait en attridummchaque animal la somme de 2 notes et
de faire la moyenne de toutes les valeurs aingmlats, ensuite diviser cette somme par le

nombre d’animaux observés et comparer la valeatdiaux références suivantes :

[45]



Note moyenne obtenue Appréciation de la propreté de I'étable

0-1 Stabulation propre
15-25 Stabulation sale
3-4 Stabulation trés sale

La note moyenne de saleté dans les élevages varesda 3, traduisant des stabulations
sales qui ne répondent pas aux recommandationsigiomelles et d'ambiances standard (voir
annexe 4).

Les élevages de la zone étudiée ont présentésnesrtaractéristiques. Parmi les diverses
exploitations étudiées quatre seulement d’entesellisposaient d’hangar pour loger les
animaux et le reste étaient des constructions enalec des toitures en dalle dont I'état est plus
au moins dégradé (plateforme crevasse, absencevéément et fissuration des mures,...).
Toutes ces exploitations n’étaient pas conformeseaigences zootechniques.

Tous les animaux de ces exploitations étaientavukition entravée et 07 élevages sur 12
disposaient d’aire d’exercice (tableau 04).

La paille comme litiere exclusive était utiliséeegpgue par tous les éleveurs (10/12) mais
en quantités tres insuffisantes, par contre elli atilisée pour l'alimentation des animaux. Cette
litiere, généralement peu abondante et mal entretéale, humide), a cause de son chargement
et renouvellement peu fréquents, perd sont roleoadort thermique. Dans de telles conditions,
les mamelles sont en contact direct avec le planche est a 'origine des lésions du corps du
trayon qui peuvent devenir le siege de prédilechaur les germes dangereux (Sérieys et
Brouillet ., 2007) (tableau 04).

La majorité des exploitations offraient des surfacke couchage suffisantes a leurs
animaux (75%) mais sont insuffisamment aérées lamihées. Ces défaillances étaient
principalement dues selon les cas, au hombre rddsibuvertures, a leurs petites dimensions, a

leurs mauvaises répartitigreu a la faible hauteur sous toiture (tableau 04).
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Tableau 04 :Caractéristiques des batiments d’élevage

Conditions de logement Observations ploitations
hangar 4
Vocation du batiment habitation (toiture en dalle) 8
bergerie 0
entravée 12
Type de stabulation libre 0
a logette 0
Aire d'exercice présence !
absence 5
Orientation est-ouest 8
nord-sud 4
ouvertures bilatérales 1
Aération ouvertures unilatérales 4
Pas d'ouvertures 7
Luminosité suffisante 2
insuffisante 10
Surface de couchage suffisante 9
Utile par vache insuffisante 3
paille 9
Nature de la litiére copeaux de bois 0
sable 0
paille+copeaux de bois 3
Quantité de ltiére suffisante 0
insuffisante 12
une fois par an 6
Désinfection du batiment deux fois par an 0
aucune désinfection 6
Box de vélage présence 4
absence 8

1.3.2ZConduite et hygiene de la traite
1.3.2.1 L’organisation et la préparation de la traite

Les données relatives a la conduite et I'hygiéntadeaite ont été recueillies lors de notre
visite en interrogeant le propriétaire d’élevageeptassistant a toutes les étapes de la traite
(tableau 05).

La moitié des éleveurde I'échantillon étudié, pratiquaient la traite malte, les régles
générales d’hygiéne n’étaient pas respectées partrievailleurs. Le port d'une tenue
vestimentaire propre lors de la traite et le lavageureux des mains avec I'eau courante et le
savon n’étaient guére pratiqués, ce dernier gestienstait au simple rincage des mains avec de

I'eau réservée au nettoyage des trayons.
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Le nettoyage de la mamelle avant la traite étaité&syatique pour tous les élevages; cela
s’effectuait avec de I'eau uniquement et parfoislques gouttes de Javel sans retirer totalement
la saleté. L'eau du lavage était souvent froideleetmauvaise qualité. En outre, nous avons
constaté que 07 éleveurs pratiquaient le nettogagains nues et quelques soit I'outil utilisé lors
du nettoyage, il était d’ordre collectif dans tdes élevages.

Le personnel ne procédait jamais a I'essuyage dereites et la traite ne se faisait pas
rapidement apres le lavage des trayons, dans qselélievages un travailleur lave tous les
vaches avant méme que le trayeur procéde a la thaila premiére vache, en effet les gobelets,
doivent étre branchés dans les 30 secondes suaamréparation des trayons en sachant que
I'effet physiologique de l'ocytocine est maximal &out de 3 a 5 minutes (demi-vie de 2

minutes).
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Tableau 05 :Procédures effectuées durant la traite

Observations Exploitations
Chariot 7
Type de traite
Manuelle 5
Oui 0
Le port des gants
Hygiene des trayeurs Non 12
Nettoyage des mains Oui 8
avant la traite Non 4
Essuyage a sec 0
bain de trayon prétraite 0
nettoyage des trayons Oui Aleau 5
avant la traite Eau avec désinfectant 7
lavettes 0
Non
Une serviette en tissus par vache
Outil de nettoyage des Une serviette en tissus pour plusieurs 4
vaches
Trayons
Mains nues 7
Eponge 1
Préparation des vaches
Serviettes individuelles
Oui
Serviettes collectives 1
Essuyage
11
Non
Entre chaque traite 0
nettoyage des serviettes oui Une fois par jour 5
réutilisables en tissu ou
lavettes Autre 1
Non 9
Intervalle début de traite- 30 secondes 0
Préparation de la .
P 01 a 02 minutes 7

mamelle
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1.3.2.2  Techniques de traite

Nous avons constaté que dans 08 élevages le teepsaite se situé entre 05 et 07
minutes, tandis que dans 04 élevages le temps sipéss 07 minutes ce qui est considéré
comme relativement long. Cet allongement est goadement da :

- Ala mauvaise préparation de la mamelle,

- Au manque d’expérience et la non familiarisationcdeains éleveurs avec l'utilisation
de la machine a traire et donc sa mauvaise mantipulgpose tardive des gobelets
trayeurs, mal positionnement de la griffe se quofee les agressions sur les trayons et
les entrées d’air).

Durant I'observation des pratiques de traite, re‘xens constaté de nombreux glissements
des manchons sur les trayons. Ce probléme va oocasi une entrée d’air dans les manchons
qui va créer un brouillard constitué de lait etid@ui pourra entrainer les bactéries présentes
dans les manchons et les tuyaux courts a laitlesrautres trayons (phénomeéne d’'impact). A la
fin, chez tous les éleveurs, la traite n’est tegmiqu’aprés un égouttage manuel (Tableau 06).

En ce qui concerne I'hygiene de la mamelle apredrdde, seulement 02 éleveurs
réalisaient un post-trempage. Le premier objedaifcdtte opération est de désinfecté le trayon
contaminé par le manchon trayeur. Son applicatmib abnc étre réalisée sur 'ensemble de la
surface du trayon et non pas sur son extrémitéléaalDo).

Lorsque I'on interroge les éleveurs pour savoioilsetux, quels sont les signes d’'une
mammite clinique, tous citaient les principaux cégees pour I'identifiée a savoir : la chaleur et
la rougeur du quartier ainsi que la modificationaleécrétion lactée.

L’élimination des premiers jets n’était pas systéquee et lorsqu’elle était realisée elle se
faisait sur la litiere et la lumiére n’était passes suffisante pour réaliser une observation
efficace.

La Palpation des quartiers et des trayons avanaite etait réalisée par tous les éleveurs,
alors quand fin de traite cette pratique n’étdieetfiée que par 03 éleveurs seulement; ainsi une
meilleur sensibilisation de ces derniers sembla®iser dans I'optique de détecter la présence
d’éventuels nodules (Tableau 06).

Les vaches infectées étaient repérées visuellermaats’explique par le fait que toutes les
stabulations sont du type entravée et que la @dtetroupeaux est relativement réduite, ainsi les
éleveurs ne trouvaient pas utile de séparer lesegamalades ou les identifiées a I'aide d'un
brassard (Tableau 06).
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Tableau 06 :Procédures effectuées durant et a la fin de la teai

Observations Exploitations
Entre 5 et 7 minute 8
Le temps moyen de traite par vache >7minute 4
Glissement 4
Stabilité des manchons stable 3
Oui Massage du pis a la main 12
Egouttage Manipulation de la griffe 0
Non 0
Oui
Utilisation d’un bain de trayon post-traite 2
Non 10
Dans une tasse
filtre
Elimination des oui | Surle plancher
. sous les
premiers jets
vaches 8
Sur les mains
des trayeurs
Détection des mammites lors de la traite
Non 4
Palpation des oui 12
quartiers et
des trayons Non 0
avant la traite
Palpation des oul 3
quartiers
] . Non 9
en fin de traite
Isolées des
autres vaches 2
L i A l'aide du
Identifications des | °Y AUMETo
Gestion des animaux atteints de mammites lors de la Vaches sous . o
. d’identification 2
traite
traitement ——
Identification
visuelle 8
non
Traire les vaches qui ont une mammite  clinique en Oui 12
dernier ou sur un circuit de traite spécifique
non 0
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1.3.3 Traitement et surveillance

Pour les vaches en lactation, tous les éleveulisaidint comme traitement de premiére
intention des mammites cliniques des antibiotiqetesn seul parmi eux utilisait une préparation
homéopathique comme premiére démarche et un teitemédical comme®?® démarche lors
d’échec (persistance des signes cliniques). Ciertrants étaient effectués durant 01 ou 02 jours
chez 75% des éleveurs et seulement 42% appliqui@eri4 injections, d’ou la récidive et le
passage a la chronicitée.

L’administration intramammaire expose la glandenarisque supplémentaire d’infection
dont les nocardioses et les mycoses. Aussi il relispensable de respecter un protocole de
traitement strict : apres traite compléte du geartiettoyer le trayon, désinfecter I'orifice avec
un tampon imbibe d’alcool a 70° ensuite injectantibiotique.

Une minorité d’éleveurs désinfectaient le bout idyan avant I'infusion d’antibiotique et
aucun n’appliquait un trempage ou une pulvérisatibentiseptique aprés ['utilisation des
injecteurs intramammaires.

L'utilisation réguliere du test CMT et le préléevemed’échantillons de lait pour
bactériologie étaient des pratiques totalement méees par les éleveurs (tableau 07).

La CCS (concentration de cellules somatiques) du da vache est un caractére
d'importance économique majeure chez les bovitisraiparce qu'il peut étre utilisé comme un
indicateur d’infection mammaire. Des modéles midspont traditionnellement été utilisées pour
déduire les relations entre le rendement en ldd €&CS dans des applications pour I'évaluation
génétique des animaux pour ce caradiéaenroziket al, 2010).

En Algérie, a ce jour, aucun laboratoire n’est diitthe méthode fiable et reconnue pour
I'évaluation de ce parametre. Actuellement, le ¢ait payé en fonction (I) du taux de matieres
grasses, (Il) du point de congélation et occasibkement en fonction (Ill) des résidus
d’antibiotiques. Le  critére refléte la nature de I'alimentation, le @&met de vérifier si le
mouillage est pratiqué et le 3e critere, appliqagsdcertaines laiteries seulement, permet, le cas

échéant, de ne pas utiliser le lait pour sa transdtion fromagere (Kebbat al., 2008).
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Tableau 07 :Traitement et suivi sanitaire

Observations

Exploitations

Un antibiotique 12
Préparation homéopathique 1
Modalités de traitement Préparation phytothérapique -
Autre -
1-3 7
Fréquence de traitement d’'un quartier atteint d'une
mammite 4 5
1 2
Durée moyenne de traitement (jour) 2 7
3 3
Oui 2
Désinfection du bout du trayon avant infusion N
d'antibiotique on 10
o , . N . Oui
Application d’un bain de trayon aprés l'infusion
d’'antibiotiques -
Non 12
Utilisation oui -
réguliére du test
CMT non 12
Prélevement des
Surveillance de la santé du pis .
échantillons de oul
lait pour )
bactériologie non 12
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1.3.4 Etude de la réalisation pratique du tarissement

Pour la réalisation pratique du tarissement 1letlessmettaient leurs vaches a la diete une
semaine avant d'arréter la traire, a savoir quseliavaient acces qu’a du foin et de I'eau durant
cette période, tandis qu’un seul réalise un aeéadraite de facon brutal (Tableau 08).

Seulement un seul éleveur isolait les animaux tdtsreste du troupeau, c’est une
proportion problématique car l'isolement de la v&atarie de ces congéneres est essentiel pour
assurer un bon séchage de la mamelle. En effetdfisent permet de soustraire la vache aux
stimuli de I'éjection du lait. Cette mesure estfidiiement applicable dans les exploitations
possédant des stabulations de type entravé aveeulibatiment d’élevage.

Seuls 50 % procedaient a un traitement systématajuearissement, par voie intra

mammaire.
Tableau 08 :Conduite du tarissement
Arrét de la traite Brutal 1
Par traite intermittente 11
Oui 1
Isolement des vaches taries

Le tarissement Non 11
Systématique 6

Traitement au moment du oul y -
. Sélective -

tarissement

Non 6

1.4Prélévements
La collecte appropriée des échantillons de lait ddshe importance primordiale pour
I'identification des pathogéenes de la mammite. tdobnique aseptique est une nécessité absolue
lors de la collecte des échantillons de lait pouteé la contamination par des organismes

trouvés sur la peau des vaches, le pis et lesrtsago sur les mains du manipulateur.

Pour le diagnostique des mammites subcliniquesgtdmntillons prélevés quartier par
quartier ont été collectés juste avant la traitesdin selon les procédures recommandées par le
National Mastitis Counci(2004) :

- La premiere étape consisté a bien laver les tragogas de I'eau et du savon, ensuite les
essuyees avec du papier absorbant,

- Apres avoir revétu des gants, les extrémités dagomis étaient vigoureusement
désinfectées avec une solution d’alcool & 70% (cenu@ par le trayon le plus éloigné et

finir par le plus proche),
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- Saisir le flacon de la main gauche et le dévissetadmain droite on maintenant le
bouchon entre le pouce et I'index.

- Elimination des premiers jets,

- Approximativement 10ml de lait pour analyse baotégique et antibiogramme étaient
collectés dans un flacon stérile (du trayon le glusche au plus éloigné), directement
réfrigérés apres identification (numéro d’identaiion de l'animal, date et quartier
préleve) (Figure 13),

- Un autre échantillon de 50ml était prélevé afirr@aiser le test CMT.

Pour les mammites cliniques les préléevements @ntéatlisés de la méme maniére, apres
avoir distribué aux cliniciens le matériel nécessait les prospectus relatifs a la technique
d’échantillonnageles prélévements collectés étaient congelés a -jL&giI'au moment de leur

utilisations.

Figure 13: Techniquesdhantillonage

1.5Dépistage des mammites subcliniques
Le California Mastitis Tes{CMT) a été développé par Schalm et Noorlander9&y pour
détecter de facon fiable et rapide les mammiteslisudues. Le CMT est un test peu colteux,
rapide, qui peut étre effectuée par toute persaya@t un minimum de formation. Le test est
une mesure indirecte (semi quantitatif) des cedlub®matiques (Leucocytes) dans le lait
(Barnum et Newbould, 1961). L'augmentation de ced#lules dans le lait entraine une
augmentation proportionnelle du score CMT (BarnunNewbould, 1961), (Dohoo et Meek,
1982). La réalisation du test nécessite I'emplaing’ palette munie de quatre (04) cupules de

réception (correspondant aux 04 quartiers) et dguide réactif « le teepol » :
[55]



- mettre 2 millilitres de lait par cupu
- Ajouter un volume égal de réac

- Bien mélanger le réactif et le lait par un mouveteerculaire pendant 10 a 30 secon

Figure 14 : Réalisation du CMT

Les résultatont été lus ¢ évaluésselon une grille d’interprétation sous formes deress er
corrélation aveawine moyenne ¢ numeération des cellules somatiqu(Ruegg, 2002) (Tableau
09).

L’objectif consiste a éprouver ce test rapide s#ilau pied de I'animal pour diagnostiq
les mammites dans |é¢evages bovins de la région de B.B.Arreridj, ete< |la fiabilité de ce test
de diagnostic rapide a été vérifiee par 'analyaetdriologique du lait réagissant positivem:
La comparaison des résultats de I'analyse bactgimlie avec eux du CMT va nous permet

de confirmer ou d’infirmer les résultats obtenus@le test rapic

[56]



Tableau 09: interprétation des Scores CMT (D’aprés Ruegg ,202

Score Description de la réaction Comptage équivalent des Interprétation
CMT cellules somatiques du
lait par ml
Négatif Mélange liquide, sans épaississement 0-200,000; Quartier sain
Trace (T) Léger précipité, mieux visible par 150,000-500000 Infection possible

mouvement de bascule, qui disparait
avec mouvement continu

La formation d’un précipité distinct se

01 produit immédiatement apres mélange, 400,000-1500000 Mammite
mais pas de tendance a former un gel. subclinique
ce précipité peut se dissiper au fil du

temps
Le mélange s'épaissit immédiatement et Mammite

02 se déplace vers le centre 800,000-5000000 subclinique

03 Un gel se forme et la surface >5000000 Mammite

devient convexe subclinique

1.6 Analyses microbiologiques
Les isolats bactériens ont été obtenus a partehdiétillons de lait de quartier individuel
provenant des vaches avec un CMT positif (T, 1t 2)eLes analyses bactériologiques ont été
réalisées dans le laboratoire de bactériologiewwan du CHU de Sétif.
1.6.1 Isolement et identificationdes souches d8. aureus
Un aliquote de 10 pL de chaque échantillon a éwdéésur une gélose au sang
(Biomérieux)et sur milieu de Chapman (Institut Pasteur Algéeteincubé a 37°C pendant 48
heures, les boites de pétri ont été examinées agres48 h d'incubation. Les colonies suspectes
d'étre des Staphylocoques ont été repiquées sagegéll sang afin d’obtenir des cultures pures.
L’identification préliminaire du genr&taphylococcus été effectuée par les méthodes
conventionnelles « Aspects des colonies, 'lHémgliseoloration de Gram et la recherche de la
Catalase » (figure 15 et 1Da mise en évidence de la Coagulase était effeenégilisant un
test rapide d’agglutination (le SLIDEX®Staph Rl&somérieux, Marcy-L'étoile/Francege test

a été considéré comme positif si l'agglutinatio®té observée dans les 10 secondes. Si la
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réaction était faible, ou si elle s'est produiteeaplO secondes, le résultat a été jugé comme
douteux. Ainsi pour l'identification finale des sthes deS. aureusles galeries (APl ®Staph-
Biomérieux, Marcy-L'étoile/France) étaient utilisee

Un quartier a été considéré comme bactériologiguemasitif lorsque une croissance de
> 500 UFC / ml a été détectée a partir d'un écthamet la croissance de deux types de colonies
bactériennes a été classée comme infection mixtequhrtier a été considéré non infecté

lorsqu’aucune croissance bactérienne n’a été obseturant 48h d’incubation.
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Gélose au Sang l Micropipette l Anse de Platine '
Gélose Chapman l
Pipettes Pasteur

Nit 1+ Nit 2

Vpl+Vp 2

L’eau oxygénée
H202 tests catalase

La galerie API Staph

et réactifs Accessoires

Le test coagulase

(Slidex Staph plus)

Figure 15 : Matériel d’'identification

[59]



1.6.2 Test de production de lLactamase

Le test a la nitrocéfine sur disque (Céfinas Biomérieux, Marc-L'étoile/Francg a été
choisi pour mettre en évidence la productiorp-lactamase par I€5. aureu (Figure 16). La
nitrocéfine est une céphalosporine chromogéne tsilue la -lactamase produite par plusiel
bactéries (leS.aureus,les entérocoques, Haemophilus influenza, Neisseria gboeae ...)
Lorsque ce substrat est hydrolysé en présence B-lactamase, il change de couleur passar
jaune pale au rose. Un test positif prédit la tasse a la Pénicilline G, I'Ampicilline
I'Amoxicilline.

Figure 16: Disque Céfinase (Souche productrice fidactamase’

A l'aide d'une pipette pasteur, plusieurs colodieshaque souche isolée (culture purt
24h) ainsi que la souche de contrble positif (AT29213) ont été prélevées étalées a la
surface du disque Céfinase humidifié avec de lg@minéralisée stérile et posé sur une bofi
Pétri vide. Les boites, contenant plusieurs disqoesété incubées a 35°C pendant une h

pour accélérer la réaction. Deux lectures sucves ont été réalisées apres 15 et 60 mir

Coloration de Gram et ohservation microscopique

/

Bacilles Gram Cocci Gram * Bacilles Gram *
Test Oxydase Test Catalase
Bacilles Gram Oxy () Bacilles Gram Oxy (+) Cocci Gram + Cocci Gram
Catalase (+) catalase ()

Galerie APl STAPH

Figure 17 : Représentation schématique du protocole d’identfion de:
souches bactériennes
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1.6.3 Tests de sensibilité aux agents antimicrobie
Avant de testela sensibilité des souches S. aureustous legsolats ont été repiqués sur

gélose au sang et incub@sndant 24 a 37 ° C.

1.6.3.1 Méthode de diffusion de disque : antibiogramme stastard

A partir d’'une culture pure de 18H sur milieu dimment et a I'aide d’'une anse de plai
quatre a cing colonies bi isolées et parfaitement identiques ont été es. L’'anse a été
déchargée dans 5 nd'eau physiologigu stérile a 0.9%. La turbidité de l'inoculuia été
équivalentea 0,5 Mc Farlant Un écouvillon stérile &té trompé dans la suspension bactéris
et esoré en le pressant fermement (en le tou) sur la paroi interne du tukafin de le
décharger au maximum. La surface entiere d’'unesgéMueller Hinton (MH), sécha été
frottéea 'aide de I'écouvillon de haut en bas, en stsEsée:

Les disques Pénicilline G (Oxoid 10 Ul), Ampicilline (Oxoid 1ug), I'’Amoxicilline plus
acide Clavulanique (Oxoid Zug), I'Oxytétracycline (Oxoid 3@g), I'Erythromycine (Oxoid 1!
1g) et Triméthoprimesulfaméthoxazole (Biomérieux 1..4g9/23.75u9) ont été placés a l'aide
d'une pince stérile sur kurface de la gélo et doucement enfongur assurer le conta Les
boites de pétri étaienncubées 35°C pendant 18h (figure L8ar la suit, le diamétre de la
zone d'inhibition autour de chaque dis a été mesura l'aide d'un pied a couliss

Figure 1€ : Méthode de diffusion de disque

1.6.3.2 La méthode E tes

Les concentrations minimales inhibitrices de la i€iine G, de I'Ampicilline et de
I’Amoxicilline plus Acide Clavulanique ont été esiees par Iméthode E tes

Le E test® permet de déterminer la CMI grace a l'utilisatid@ bandelettes imprégné
d’'un gradient exponentiel continu de I'antibiotiqii¢ester. Ce gradient couvre une zone qu
fonction des molécules, va de 0.016 a 256 mg/mile0.002 a 32 mg/r Le E test ® associe
les caractéristiqgues des méthodes de diffusioe eildtion en milieu solic (figure 19).

La préparation de I'inoculum ea technique d’ensemencement éte similaire a la

méthode précédemment décr
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Aprésséchage des boites de f a température ambiante penc 15 min, les 03 bandelettes
(supports inertes, hydrophcs, de 5 mm de largeur et de 50 mm de longuont été placées.
Les boites ont étiacubées pende 18-24 h a 35 ° C.

Figure 19 : Méthode E-test

Aprés incubation, I'inhibition de la croissance tsaduit par une ellipse d’inhibition dont |
points d’intersection avec la bandelette définiss@CMI. Une échelle de lecture, imprimé :
la bandelette, permet une interprétation ra

Tableau 10 :Valeurs critiques des diamétres des zones d'inlndloitet des CMI poul
Staphylococcus sp (CL!: document M31A2, 2004

CMI Critiques Charge des Diamétres
Antibiotiques (Hg/L) disques fig)  critiques (mm)
S< R > S> R<
Ampicilline 0.25 0.5 10 pg 29 28
amoxicilline/ acide 4/2 8/4 30 ug 20 19
clavulanique
penicilline G 0.12 0.25 10 Ul 29 28

16.33 Recherche de la résistance ¢S. aureusa I'oxacilline
La résistance des Staphylocoques aux isoyl pénicillines (oxacilline) étas recherchée a
I'aide d’'un disque de Céfoxitine (ug) dans les conditions standarties isolats montrant une
zone d'inhibition <20 mm autour du disque de Cédiogiont été considérés comme résist
Les souches de contréle pour la CMI et la méthoeldiffusion sur gélose étaie S.
aureusATCC 29213 ef. aureu ATCC 25923, respectivement.
1.6.4 Tests Statistique
Dans un premier lieu les résultats du test CMTeél présentés en fonction du rang
lactation, du stade de lactation et du niveau dduymrion. Dan un second liela répartition des
souches d&.aureussolées en fonction du rang de lactation et entfonale leurs Icalisations

sur la mamelle étaiedvaluées par une analyse de variance (ANOVA). geiel utilisé été le
Sigma Stat V3.5.
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Gélose Muller-

Eau Physiologique Disques Disques

Hinton Stérile d’antibiotiaues Céfinase®

Bandelettes E-test

Ecouvillons Stériles

Seringue

Figure 20 : Matériel pour antibiogramme
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2.Résultats et discussion
2.1Enquéte épidémiologique

L’enquéte épidémiologique nous a permis de rel@geprincipaux points suivants :

-Le confort des animaux n’était pas pris en consiittm dans la majorité des
exploitations visités cela est le résultat d’asstoen de plusieurs facteurs a savoir : la mauvaise
conception du logement des animaux (défaut d’a@ragclairage insuffisant, sol crevassé...)
ainsi qu’'une hygiene défectueuse (fréquence irsaufte de paillage et de raclage de l'aire de
couchage) caractérisé par une mauvaise hygieneadbss,

- Les regles d’hygiéne de la traite ainsi que lesumess de contrdle des infections
intramammaires n’étaient pas respectées.

La gestion de I'environnement afin d’optimiser mte et la performance des troupeaux
laitiers en respectant I'équilibre délicat « aggathogene - héte - environnement » a pour
objectifs les points suivants: réduire le nombrgoh d'agents pathogénes dans I'environnement,
réduire le risque de contact entre les agents paties et les vaches ou les génisses et minimiser
les effets néfastes de I'environnement sur les amince qui peut modifier les mécanismes de
défense de I'hdéte. En outre, un quatrieme but pitlétre d'adapter la consommation alimentaire
pour répondre aux besoins nutritionnels de I'anipoair une résistance appropriée aux maladies
(Dsteras et Leslie, 1997).

Le but essentiel dans la prévention des mammitegedsniter la contamination de la zone
autour du canal du trayon par des agents pathogemtestiels et d’interrompre les facteurs
capables de transporter des bactéries de I'extéviens l'intérieur du canal et de renforcer les
mécanismes de résistance de la vache.

Par comparaison des différents systémes de logehest évident que la fréquence des
mammites subcliniques est plus élevée dans leslatains entravées que dans les stabulations
libres. L'incidence des mammites est fortement éida qualité et a la quantité de la litiere. Cela
s'explique par le fait que lorsque la litiere esgffadlante elle favorise voire intensifie la
pullulation des germes de I'environnement respdesaturtout de mammites cliniques mais
eégalement de mammites subcliniques (Mtaadiiahl, 2002) .

L'utilisation d’une machine a traire, de méme qes diverses pratiques qui y sont
associées comme le lavage du pis ou des trayores &ffets considérables sur I'étiologie,
I'incidence et la progression de la mammite. Cdstefpeuvent se manifester directement en
augmentant le taux de nouvelles infections ou @udément, en amplifiant I'exposition aux
bactéries ou en réduisant la résistance a la nealadi traite a la machine peut influer sur

I'apparition et la gravité des mammites de quadghs importantes :

[64]



v Faciliter la transmission des bactéries pathogené® les quartiers ou entre les vaches
lors de la traite,

v" Favoriser la multiplication des bactéries a I'entit® des trayons,

<\

Accroitre la pénétration des bactéries dans lelchnayon,
v Altérer le trayon ou I'environnement intramammagtefavoriser I'infection bactérienne
ou compromettre la réponse immunitaire.

Le controle des mammites nécessite des pratiquegeston permettant de garder les
vaches propres et au sec ainsi qu’'une bonne ptépadu pis avant la traite et la désinfection
des trayons apres. Ces mesures n’'étaient guerectésp par les éleveurs participants a cette
étude.

2.2Test CMT

Les résultats concernent 144 vaches laitiéres ks rdifférentes. Sur la totalité des bovins

examinés, une réaction positive au test CMT a bs&mwée chez 123 vaches soit environ 85%.

Le pourcentage des animaux positifs au sein deagds a varié de 64 a 100% (tableau 11).

Tableau 11 :Nombre et pourcentage des vaches ayant une réagbiositive au test CMT par

élevage
Elevage Nombre de vache Réactions positives % des positives
Testées

Elevage 1 13 11 84,61 %
Elevage 2 11 10 90,90 %
Elevage 3 26 26 100 %
Elevage 4 10 8 80 %
Elevage 5 9 9 100 %
Elevage 6 19 15 78,95 %
Elevage 7 S 5 100 %
Elevage 8 9 8 88,89 %
Elevage 9 8 6 75 %
Elevage 10 8 7 87,5 %
Elevage 11 11 7 63,64 %
Elevage 12 15 11 73,33 %

Total 144 123 85,42 %

Du nombre total des quartiers examinés 38# réagis positivement au test CMT
ce qui représente 59,97 % des cas. Le nombre déanirayant deux, trois et quatre quartiers
positifs était de 38, 28 et 39 vaches respectiveitiableau 12).
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Tableau 12 :Nombre et pourcentage des quartiers avec réactionifive au test CMT

. qubre d.e. vache : Quartiers positifs
Elevage Nombre de | nombre de quartiers Avec réaction positive par quartier Quartiers

vache examinés négatifs

Testées 01 quartier | 02 quartiers | 03 quartiers | 04 quartiers | Nombre %
Elevage 1 13 52 0 5 1 5 33 75 19
Elevage 2 11 43 3 2 1 4 26 66,67 17
Elevage 3 26 101 3 8 5 10 74 73,27 27
Elevage 4 10 40 0 1 3 4 27 84,38 13
Elevage 5 9 35 1 3 3 2 24 68,57 11
Elevage 6 19 73 2 5 2 6 42 72,4 31
Elevage 7 5 19 1 1 2 1 13 68,42 6
Elevage 8 9 34 1 3 3 1 20 66,67 14
Elevage 9 8 31 0 1 2 3 20 86,96 11
Elevage 10 8 29 3 1 3 0 14 56 15
Elevage 11 11 42 2 4 0 1 14 53,85 28
Elevage 12 15 58 2 4 3 2 27 64,29 31
Total 144 557 18 38 28 39 334 59,97 223
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Le pourcentage le plus élevé des quartiers posiifeespond aux scores CMT trace et 02
avec 16.70% et 19.57 respectivement, alors queuecpntage le plus faible a été observé avec

le score 03 avec seulement 11.49% (tableau 13).
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Tableau 13 :Intensité de la réaction CMT en relation avec I'éiege et les quartiers

Classification des quartiers en fonction de l'intesité du test
Elevage Nombre de vache nombre de.qgartiers
Testées eXxamines B Traces 01 02 03
Nbr % Nbr % Nbr % Nbr % Nbr %
Elevage 1 13 52 19 36,54 8 15,38 6 11,54 18 34162 1 1,92
Elevage 2 11 43 17 39,53 10 23,26 5 11,63 8 18/60 3 6/98
Elevage 3 26 101 27 26,73 20 19,80 10 9,90 30 29|70 14 13,86
Elevage 4 10 40 13 32,50 11 27,50 6 15 4 10 6 15
Elevage 5 9 35 11 31,43 6 17,14 0 - 10 28,57 8 22|86
Elevage 6 19 73 31 42,47 12 16,44 5 6,85 9 12,33 16 21,92
Elevage 7 5 19 6 31,58 6 31,58 1 5,26 1 526 5 26,32
Elevage 8 9 34 14 41,18 8 23,53 1 2,94 9 26,47 2 5,88
Elevage 9 8 31 11 35,48 2 6,45 7 22,58 7 22,68 4 12,90
Elevage 10 8 29 15 51,72 4 13,79 5 17,24 3 10,34 2 6,90
Elevage 11 11 42 28 66,67 5 11,90 3 7,14 5 1190 1 2,38
Elevage 12 15 58 31 53,45 1 1,72 17 29,31 7 12,07 2 3/45
Total 144 557 223 | 40,04 93 16,70 68 12,21 109 19,54 11,49
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2.2.1 Prévalence de mammite subclinique en fonction du reg de lactation et du niveau

de production

Avec le CMT, le taux de positivité ne varie pasosele rang de lactatioqu’entre les

primipares et les vaches efi"™® et 3™ |actation.Ce résultat est similaire & celui relevé par

(Rakotozandrindrainyet al,2007) a Madagascar et de (Bouaziz, 2005) en ilgé&autres

auteurs (Sargeast al,2001) et (Saidet al,2010) ont rapporté , a 'opposé, que la proporte

vaches affectées par des mammites augmente aveonire de lactations. En effet, la

prédisposition aux infections mammaires augmentec aVage, suite aux modifications

physiologiques et anatomiques subies par les maselliminution de la distance des trayons

par rapport au sol, lésions sur le trayon (éversiicrohémorragies...) et perte d’élasticité du

Sphincter,

Au contraire une différence (p < 0,05) a été catdst entre les vaches produisant (8-12

litres) et plus de 12 litres par jour et cellespeaduisant moins de huit respectivement avec un

taux de positivité qui est presque 4 fois plus gepé(Tableau 14).

Il a été constaté que pour tous les rangs de iactatudiés, les vaches avaienttanx de

prévalence supérieur a 70 %ela pourrait étre attribué aux mauvaises condtid’hygiéne

constatées dans la plupart des élevages visit@snan pratique du tarissement et la mauvaise

manipulation de la machine a traire.

Tableau 14 :Prévalence de mammite subclinique en fonction dungadu stade de lactation et

de niveau de production

Vaches Rang de lactation Stade de lactation « mois Niveau de production
L/J
1% | 2et3*™ | F™etplus | F | 2™ | F™ | 4éme et plus <8L | 8-12L >12L
Testées | 36 73 35 7 17 20 100 13 54 77
CMT 27 64 32 70 17| 17 82 3 49 71
positives
% 75 87,67 91,43 100 100 85 82 23,0 90,94 92,2

2.2.2 Prévalence de mammite subclinique en fonction duate de lactation :

L’analyse statistique a montré une différence Sicptive entre le stade de lactation 1 et

4iéme

le

et plus, entre le' P et le £™ et plus et entre e8¢ et le £™ et plus. La fréquence

d’infection subclinique était élevée dans notredétet on a observé que la totalité des bovins

dans les deux premiers mois de lactation étaidattés suivi d’'une trés légere décroissance du

taux d’infection au dela du®3®mois.
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Pendant le peripartum, on constate une augmentaoma sensibilité de la glande
mammaire ainsi qu’'une augmentation de la pressaimogéene liée aux germes d’environnement
(mauvaises conditions hygiéniques du véladey.diminution de la fonction immunitaire ainsi
gue de la migration leucocytaire dans la glande maine au cours des premiers jours du post-
partum contribuent a faire de cette période unmgéra risque.

L’incidence des infections d’environnement duragtte période est plus forte par rapport
aux autres périodes de la lactation, cette incieleest liee aux infections de la lactation
précédente, non éliminées lors du tarissementiairgupu persister pendant toute la durée de la
période séche .Le tarissement est donc une périégmur la gestion des infections mammaires.
Cette période est particulierement favorable ainfiglation des infections persistantes. A
I'inverse, elle est propice a I'installation de nelles infections.

Dans la présente étude, avec le test CMT la prégaldes mammites subcliniques était
évaluée a 85.42% des vaches dépistées et la fréma@parente des quartiers atteints était de
59,97%. Ce résultat était inférieur a celui tropaé (Heleiliet al ., 2012) (96.36%) , alors que
dans l'étude de (Saidet al,2010) et de (Bouaziz,2005), la prévalence des miten
subcliniques étaient de 25% et de 73,6% respectmem

A I'échelle internationale, la prévalence des matamsubcliniques définis par des vaches
et des quartiers positifs au CMT était de 76% e¥#fespectivement (Karimuribet al, 2006)
et de 80.6% des quartiers (Kivagaal .,2007) en Tanzanie et &8.7% des vaches 0.6 %
des quartiers a Madagascar (Rakotozandrindrgiirat,2007)et de 63.3% des vaches et 56.1%
des quartiers en Bosnie Herzégovine (Varatanewal .,2010).

2.3 Analyses bactériologiques
2.3.1 Résultats globaux

Sur les 356 préléevements analysés, 325 souchesgténtolées. Les Staphylocoques
coagulase négative (SCN) et les Cocci Gramtalase négative étaient les souches les plus
prédominantes avec un pourcentage de 36,31 et 22régpectivement (Tableaulb).

La culture bactériologique a été positive chez 82%/des vaches positives au CMT. Cette
bonne corrélation entre les résultats du CMT sbl@ment a démontrée la fiabilité du test CMT
pour le dépistage des infections intramammaires.rélation entre CMT et les résultats
bactériologiques varient de 70 & 86% en fonctiofiadgnt causal (Sanfoet al, 2006), tandis
que (Bastart al,2008) fournit des données de correspondance %e 85

Le CMT fournit une méthode indirecte fiable et phsr pour estimer le CCS des quartiers
individuels. Toutefois, le test est imparfait et dansibilité est influencée (entre autres) par
l'impression subjective du lecteur, la compositioln réactif et par le moment de

I'échantillonnage par rapport a la traite (Bustal .,2000).
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Tableau 15: Prévalence des pathogenmammaires isolés a partir d’échantillons

lait cliniques et subcliniques

Especes I Nombrel %
SCN 118

36,31%

S.aureus 54 16.62%
S.Hyicus 4 1,23%
Cocci Gram' catalase -) 74 22.77%
Bacille Gram 54 ]16.62%
Bacille Gram® 21 | 6.46%

Total |_325 ] 100%
Total prélevements soumis a la bactériolog I
Négative I
Culture Mixte I

SCN + Cocci Grar+ Catalase (-) 21
SCN +S.aureus 2
SCN + Bacille Grar-oxydase (-) 3
Bacille Gram oxydase-) + Cocci Gram Catalase ) 3
SCN + Bacille Gran® 1

Echantillons contaminé Il:

2.3.1.1Mammites subclinique:

Parmi les 334 quartiers a score CMT positif, 53@# révelés bactériologiqueme
négatifs (15.87%), 24@uartier: ont permis I'isolement d’'un seul ger (72.75%) et 30 quartiers
deux germe$8.98%), tandis que 08 quartiers éte contaminé$2%) (Figure 21) (Voir anne:

5)

W stérile
B0l germe
02 geme

B contamination

Figure 21 :Résultats des analyses bactériologiques
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2.3.1.2 Mammites cliniques

Les 22 prélevements fournis par les praticienségrimous ont permis l'isolement de 22
souches en cultures pures. Les signes cliniquesikoet systémiques, la température rectale et
l'apparence du lait ont été observés puis enrégigtableau 16). On utilisant des notes, les
signes ont été marqués de l a lll, ou :
| = Calillots ou grumeaux dans le lait, maisiauautre signe,

Il = Température du corps de 39,0 a 40,5 ° Coetlégere anorexie / dépression, gonflement du
quartier concerné et modification modérée de I'appee du lait,

[l = La température corporelle => 40,5 ° C et / one anorexie et dépression sévere et /
décubitus, un gonflement marqué, quartier doulourgiuferme et forte modification de

'apparence du lait.
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Tableau 16 :Germes isolés et sévérité des symptoémes cliniques

N° d'identification Race N° de lactation Germes idés Symptdmes observés Quartier
34 02 979 09002 Prim’Holstein 1 S.Aureusl+ I ARG
34 17 104 09002 montbéliard|e 1 bacille Gram- oxdas I AVG
FR 25 30 50 5569 montbéliarde 1 bacille Gram- cséda [+l ARG
34 02 190 08004 Fleckvieh 3 SCN I ARD
34 02 1172 07002 Pie noire 3 SCN I ARD
FR 25 46 70 1533 montbéliarde 1 S.Aureusl+ I ARD
AT 39 52 65 216 Fleckvieh 1 bacille Gram - oxidase- I AVD
34 17 605 08002 montbéliarde 2 bacille Gram- oxdas I AVD
AT 50 48 86 914 Fleckvieh 2 cocci Gram+catalase- I ARG
34 02 49 03002 montbéliarde >5 cocci Gram+catalase- I ARD
34 17 382 05002 montbéliarde 4 SCN I AVG
AT 3446 70 116 Fleckvieh 2 bacille Gram-oxydase- +Il 1 AVD
34 02 64 03002 Prim'Holstein >5 SCN I ARL
34 02 64 01004 Prim'Holstein >5 SCN I AVDO
34 30 20 06002 montbéliarde 4 cocci Gram+ catalase- [+l ARG
34 02 58 05004 Pie noire cocci Gram+ catalase- I ARG
34 17 180 07002 montbéliarde 2 S.Aureusl+ [+l ARD
AT 523981514 Fleckvieh 1 bacille Gram- oxydase - [+ ARG
34 26 571 07002 montbéliarde 2 bacille Gram- oxgdas I+11 ARG
34 17 403 05002 Pie noire 4 bacille Gram- oxydase - [+ AVD
34 02 237 05004 Pie noire 4 SCN I ARG
34 17 214 09002 Pie noire 1 bacille Gram- oxydase - [+11+111 ARG
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Les résultats de notre enquéte ont démontrés thopri@ance des germes a réservoir mammaire
« les Staphylocoques coagulase positive et négatige 54,15% des isolats », les SCN étaient isolés
dans 36% des cas. Selon (Hallén-Sandgren, 200@ueéde, les isolements les plus importants lors de
mammites subcliniques étaient3e aureuq37%), les SCN31%) et leStr. uberis(14%), alors que
(Myllys et al ,1998) ont trouvé que les SNC (53,5%) étaienplas fréquents en Finlande (cité par
Gianneechinet al, 2002) .

La négligence des mesures de contrble des infactiorréservoirs mammaires comme le
traitement systématique au tarissement qui n'gtatiqué que par 50% des exploitations, le trempage
des trayons avant et aprées la traite, I'hygiengitrguffisante des batiments et du matériel deetsaint
autant de facteurs expliquant la fréequence éleeémed germes.
2.3.1.3Isolats deS. aureus

Sur la totalité de I'échantillon étudié, 54 soucliesS. aureusont été isolées. Au total 38
vaches étaient positives pour ce germe dont 35igasml44 bovins appartenant a 12 exploitations
investiguées dans le cadre du dépistage des masnsutacliniques et 03 vaches présentant des

symptémes cliniques (tableau 17).

Tableau 17 :distribution des souches de Staphylococcus aureméées au sein des
élevages investigués

. Nombre de souches
élevage Nomt?re de_boyln de
dans 'exploitation
S.aureus

élevage 1 13 7
élevage 2 11 4
élevage 3 26 6
élevage 4 10 7
élevage 5 9 7
élevage 6 19 4
élevage 7 5 4
élevage 8 9 4
élevage 9 8 2
élevage 10 8 4
élevage 11 11 0
élevage 12 15 2
Total 144 51
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Concernant l'influence de rang de lactation, ilsmes que le nombre de souchesS .aureus
isolées n’était pas affecté pa parametre (P 0.05) (figure 22).

18
16
14
12

| I I
1 2 3 4

Set>

Nombre de souches

O N OB Oy

Rang de lactation

Figure 22 : Nombre de souche isolées en
fonction du rang de lactation

Par ailleurs, les résultats obtenus sur la lodadisale I'infection de la GM montrent que S.
aureustouchaitplus les quartiers postérieurs (59.26 %) que lestigus antérieurs (40.%) (figure
23). Mais ces différences n’étai pas significatives (P >0,05).
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Figure 23:Quartiers avec résultats bactériologique
positifpour le S,aureus en fonction de leur
localisation sur la mamelle

[75]



2.3.1.3.1 Caractérisation phénotypique

Sur la base des caractéristiques phénotypiquesidseen utilisant la galerie APl ®Staph, les
souches d&. aureunt été classées en 04 profils biochimiques (sable).

Tous les isolats ont fermentés le glucose, le dr&t le mannose, le maltose, le lactose, le
tréhalose, le saccharose etNeacetyl-glucosaminemais pas le xylitol, le mélibiose, le raffinose, |
xylose et la-méthyl-D-glucosidasdls étaient capables de réduire les nitratesiteitess et de produire
la phosphatase alcaline et de I'acétyl méthylbinat.

Les isolats différent dans leur capacité a fernrefgemannitol et de produire dfginine
dihydrolase et l'urease.

Le profil biochimique 6736153 était prédominantarét observé dans 23 isolats (42.59%) et
distribué dans 9 des 12 troupeaux analysés ettéastigjue d’une souche clinique sur trois ; alpuge
les autres profils 6736152, 6716153, 6716151 reptés respectivement 29.63% ,18.52% et 9.26%.
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Tableau 18 :Profils numériques "Galerie APl ®STAPH" de 54 souds S.aureus isolées des cas de mammites clinigussbeliniques

Réaction Biochimique
Nombre D'isolats (%) |Profil Numérique |glu|fru|mne|mal|lac|tre|man|xIt | mel|nit|pal|vp|raf|xyl |sac/mdg|nag|adh|Ure
5 (9,26%) 6716151 1 1 1 1 1 |1 0 O [0Oj1|12(0] 0] 1 0 1 1 0
10 (18,52%) 6716153 1 1 1 i1 L 12 p |0 0|2 |2|1]0|0]|D 1] 1] 1
16 (29,63%) 6736152 1 1 1 1 p |2 o (O O |12|2|1|]0|0]|D 1|1 0] 1
23 (42,59%) 6736153 1 1 1 i1 L 12 o |O 0|2 |2|]1]0|0]|D 1] 1] 1

Glu : Glucose, Fru : Fructose, Mne : Manose, Mal : Maltose, Lac : Lactose, Tre : Tréhalose, Man : Mannitol, XLT : Xylitol, Mel : Mélibiose

NIT : Nitrate de Potassium, PAL : B-naphtyl phosphate, VP : Soduim Pyruvate
Raf : Raffinose, Xyl : Xylose, Sac : Saccharose, MDG : Méthyl-aD-glucopyranoside , NAG : N-acétyl-glucosamine

ADH : L-arginine, URE : Urée
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Le S. aureusest I'un des agents pathogenes les plus fréquemisw@s lors d’infections
intramammaires chez les bovins dans le monde entier

Dans notre étude I8. aureusttait isolé dans 16.62% des cas (54 souches)lBe®umammites
subcliniques une fréquence d’isolement de I'ordrel 6.83% a été observée et vu le nombre trés réduit
de prélevement de mammites cliniques (223 laureusn’a été isolé que dans 03 échantillons ; cette
faible proportion ne peut étre comparé a d’autrasaux réaliser dans un contexte régional, ou a
I'international.

Dans I'étude de (Bouaziz ,2005) $aureusétait la premiére espéce bactérienne isolée lors d
mammites cliniques et subcliniques avec une frécpiadevée de 28.4% et 30.9% respectivement,
alors que (Heleilet al ., 2012) ont trouvé une fréquence de 16.66%dersmammites subcliniques.

Récemment (Pitkalat al, 2004), ont présenté les résultats de deux eesjuménées en 1995 et
2001 sur plus de 10000 échantillons. Globalement,722 et 4237 échantillons étaient
bactériologiquement positifs respectivement en 189%n 2001 et la prévalence des infections
intramammaires §.aureustait de 3,5 et 3,4%.

En Allemagne Tenhageret al,2006) le S. aureustait le principal agent pathogéne contagieux
isolé (5.7%), alors que la prévalence de linfeciilu pis causée par ®aureusen Croatie était de
11% et 12%, respectivement dans deux études résleéec un intervalle de temps de 08 années
(Benk et al.,2012).

En Irlande, l€5.aureuset leStreptococcus uberiétaient les agents prédominants avec 21% (n =
61) et 19% (n = 53) des isolats respectivementr@Bat al.,2005).

(Makovec et Ruegg, 2003) aux Etats-Unis, ont suggére amélioration du contrble de ce
pathogene au fil du temps sur constatation quelegentage des isolats a chuté passant de 17,7% a
9,7% entre 1994 et 2001.

En ce qui concerne la mammite clinique,(Hogaml,1989) ont révélé que seulement 1,7% des
mammites cliniques ont été causées pa.laureusdans neuf troupeaux a faible CCS, avec plus de
50% des infections cliniques attribués a des ageattsogenes de I'environnement et (Sargetat,
1998) au Canada, ont indiqué que seulement 6,7%atede mammite clinique ont été causées par le
S. aureugt environ le tiers étaient dus a des pathoge€resiconnement.

En Uruguay, une enquéte visant a déterminer lagteéee des mammites subcliniques et
l'incidence des mammites cliniques a été réalisgeun échantillon de 29 troupeaux laitiers. Le
nombre total des quartiers analysés a partir dessahlcliniques et cliniques était de 4308 et 40
respectivement. L8. aureugtait encore une fois I'agent pathogene le pkguemment isolé pour les
échantillons cliniques (37,5%) et subcliniques 86®2), (Gianneechingét al, 2002).

(Ramirezet al, 2001) ont trouvé que les pathogéenes majeurgéssélaient |Str. agalactiae

(47%) et leS. aureug13%) lors d’'une enquéte réalisée en Colombieignpht 112 vaches laitieres.
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Dans une étude menée en Jordanie incluant 138 tdldrenclinique (15,7%) et 276 quartiers
avec mammites subcliniques (31,4%), Sleaureusa été considéré comme la cause la plus fréquente
des deux formes de l'infection intramammaire (Azmnal ., 2008).

Au Kenya, (Shitandet al, 2004) ont isolé I&. aureusdans 34,2% des échantillons prélevés de
989 quartiers au cours de la période Novembre 200in 2002.
2.3.1.3.2 Susceptibilité antimicrobienne

Toutes les valeurs de la susceptibilité antimi@nbe obtenues avec les souches témoins
(ATCC) pour les deux essais effectués (méthodédftiesihn de disque et CMI) étaient dans les limites
prévues pour tous les agents antimicrobiens tégtdstableau 10).

Les gammes de CMI de chacun des agents antimiasbies CM4, et CMky des souches

testées et les pourcentages de résistance obtemudep deux méthodes sont présentés pour

le S. aureugtableau 19).

[79]



Tableau 19 :Production de R-lactamase et la sensibilité auxibmtiques des souches de S. aureus isolées dedeasammite

Souches d8.aureus

p-Lactamase + p-Lactamase -
CMI Antibiogramme Standard CMI Antibiogramme Standard
Antibiotique CMI 50 |CMI 90 | dilution Résistance % CMI 50 | CMI 90 | dilution Résistance %
Pénicilline 0,25 1 0,016-256 31/81 100% 0,023| 0,064] 0,016-256 0/23 0%
Ampicilline 0,75 1 0,016-256 31/31 100% 0,047 | 0,094 0,016-256 0/23 0%
Amoxicilline* + acide clavulaniqu¢ 0,38 0.75 | 0,016-25610/31 0% 0,094| 0,125 0,016-25p* 0/23 0%
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Dans le test de diffusion de disque les soudhsctamase positives ont présenté une forte
résistance a la Pénicilline G et a 'Ampicillinex Eevanche, I'activité de ces deux antimicrobidag é
plus élevée contre les souctefactamase négatives par rapport aux sou@Hestamase positives
(tableau 19). L’Amoxicilline + I'Acide Clavulaniquet la Triméthoprime -Sulfaméthoxazoke sont
averées tres actifs contre les soudhdmctamase positives et négatives et 9.26 % deshssuse sont
avérees resistantes a I'érythromycine (tableauRP)r la Tétracycline la résistance était relatigpm
élevée avec 42.59% des souches et plus commune Iparisolats résistantes a la Pénicilline (17/31 ;
54.84%) que parmi les souches sensibles (6/23926.

Tableau 20 :La sensibilité in vitro de 54 souches de Staphylomas aureus obtenu a partir des cas
de mammites bovine cliniques et subcliniques.

CMmI % de résistance
Agent antimicrobien Gamme Concentration diffusion de disque
de critique E-Test (%) |~ gur gélose (%)
Dilution i g
Pénicilline 0,016-256 >0,25 57,41 57,41
Ampicilline 0,016-256 >0,5 57,41 57,41
Amoxicilline + acide 0,016-
clavulanique 256* = 8/4 0 0
tétracycline NE NE NE 42,59
érythromycine NE NE NE 9,26
trlmeth'oprlme - NE NE NE 0
sulfaméthoxazole

Cing (05) souches étaient résistantes a un seibi@iue, quatorze (14) souches a deux

antibiotiques et dixhuit (18) ont été classées ingiktantes (tableau 21).

Tableau 21 :Phénotypes de résistance de 54 souches de S.aureus

souches résistantes

Profil de résistance Nombre %
A P+AM 13 24,07
B TET 5 9.26
C P+AM+TET 14 2503
D P+AM+ERYTH 1 1.85
E TET+ERYTH 1 1.85
F P+AM+TET+ERYTH 3 556
G Sensible & tous 17 31,48
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31 souches (57.41 %) étaient positives pour laymitoh dep-lactamase (tableau 19). Les
CMI de la pénicilline G et de 'Ampicilline des Sbuches suivaientne répartition bimodale (figure
24 et 25). Les 23 souches qui étaient négativaesila la nitrocéfine présentaient les CMI les plus
faibles comprises entre moins de 0,016 jusqu'aQ@@l pour la pénicilline G et de moins de 0,016
jusqu'a 0.1ug/ml pour I'’Ampicilline. Pour les 31 souches pogits, les CMI du test variaient entre

0,25 a eug/ml pour la pénicilline G et de 0.5 au§/ml pour I'’Ampicilline
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2.3.1.3.2.1 Reésistance a-lactamines

La sensibilité aux antimicrobiens des pathogends deammite y compris I18. aureusa été
largement étudiée (Owerms al, 1997), (Salmoret al, 1998), (Gentiliniet al, 2000), (Erskine et
al., 2002), (Gianneechiet al, 2002), (Makovec et Ruegg, 2003), (Tenhagieal., 2006), (Jsteras
et al, 2006). De nombreux pays surveillent réguliereamanrésistance des agents pathogenes
d'origine animale, y compris I8. aureusd’origine mammaire (DANMAP, FINRES, MARAN,
NORMVET, SVARM). Il semble y avoir des differencesgionales dans les profils de résistance
du S. aureug(Salmonet al, 1998) , (De Oliveiraet al, 2000) mais dans la plupart des pays la
résistance a la pénicilline est la forme la plusraate .

Sur la base des résultats de cette enquéte ettudsséantérieures en Argentine ,Brésil,
Finlande, Allemagne, Angleterre, I'lrflande, le Rgdl, la Suisse, les Etats-Unis et I'Uruguay
(Gentilini et al,2000),(Oliveiraet al,2000) ,(Erskineet al,2002),(Gianneechinet al,2002,
(Makovec et Ruegg, 2003),(Tenhagenal, 2006),(Nunest al, 2007),(Rabellcet al, 2007),
environ un tiers a deux tiers des isolats bovinsSdaureussont résistants a la pénicilline. Des
chiffres nettement plus faibles ont été communicueisia Suede, le Danemark, les Pays-Bas, la
Norvege ou seulement 7-23% des isolatSdaureusttaient résistants a la pénicilline (SVARM,
2001), (SVARM, 2002), (DANMAP, 2003), (MARAN, 2003JNORM-VET, 2005), (Dsterést
al., 2006).

Lesp- lactamines (pénicillines et céphalosporines) sievenues les agents antimicrobiens de
premiére ligne utilisés pour le traitement de lammite bovine a travers le monde. Dans cette
classe, la Pénicilline, 'Amoxicilline, la Cloxaaile et I'Ampicilline sont les agents le plus sootve
utilisés.

Dans la présente étude, trois composés (Pénicilllmpicilline, I’Amoxicilline plus I'acide
Clavulanique) de la classe dgslactames ont été testés. La pénicilline est les phmcien
représentant de cette famille et a été considéradieaffectée par [d—lactamase. La fréquence de
résistance dans la présente étude était élevetl(%a), contre la Pénicilline et I'Ampicilline.

Toutefois, la résistance a la Pénicilline varigettes pays. Ceci peut étre lié a de nombreux
facteurs, tels que les difféerences dans les systéim@roduction animale et les politiques natianale
relatives a l'utilisation des médicaments antinbeeas dans chaque pays.

(Vintov et al.2003) ont décrit une moyenne de résistance anaifline de 32,4% chez des
S. aureussolés de mammites bovines dans 9 pays européens dftats-Unis. La résistance a la
pénicilline était élevée parmi les isolats dedide (71,4%), du Royaume- Uni (67,3%) et des
Etats-Unis (50%), alors qu’elle était faible pardes isolats provenant des pays scandinaves, avec
2% en Norvege.
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Certaines études ont montré que la fréquence ddtagse a la pénicilline a augmentée au fil
du temps. Dans une enquéte réalisée en Finlandiéy&My al., 1998) cité par (Gulest al,2005), il
a éte signalé que la proportion desaureugésistants a au moins un agent antibactérien i enig
de 36,9 a 63,6% de 1988 a 1995 et la résistantdedédans la plus part des cas a des souches
productrices d@-lactamase. Dans I'enquéte de (Pitlalal, 2004), la résistance d8. aureusa la
Pénicilline était de 52,1%. Par contre, d’autreslés ont indiqué une tendance a la diminution de la
résistance a la Pénicilline des isolatsSdaureugErskineet al, 2002) , (Macovec et Ruegg, 2003).

Il semble qu’aprés une rapide tendance a la halesgeurcentage des souches résistantes n'a pas
changé au fil du temps ou une |égére baissedtiaédrvée.

La CMlg de la pénicilline (0.5pg/ml) était égale a cellesatvée lors d'une étude
collaborative qui comprenait des isolats provertEntll pays (De Oliveirat al, 2000) mais plus
faible que celles observées en Argentine (04pgaml)YJapon (0,78 mg/ ml) (Rustial,2008), au
Chili (01pg/ml) (San Martiret al,.2002 ), en Uruguay (08ug/ml) (Gianneechehial .,2002), au
Portugal (0.4pg/ml) (Nunest al, 2007), en ltalie (02ug/miMoroni et al,2006) et en Finlande
(Pitkalaet al,2004).

La CMlyo de 'Ampicilline (1pg/ml), une pénicilline semi+sghétique spécialement modifiée
pour étre plus résistante a fa—lactamase, était supérieure a celle trouvée eremark et en
Norvege (0.5ug/ml), mais inférieure a celles rapgmwen Suisse et aux Etats Unis (04pg/ml) (De
Oliveira et al, 2000) , en Allemagne (02ug/ml) (Tenhagenal, 2006) et en ltalie (5pg/ml)
(Moroni et al.,2006).

La détection de la production de B-lactamase aesthphylocoques est une méthode utile et
rapide pour détecter la résistance a la pénicillure corrélation complete a été observée entre les
résultatsg3-lactamase positifs et la résistance a la Pémeilc et a I'Ampicilline. Les valeurs de la
CMlgg pour la Pénicilline G et I'Ampicilline pour lesoiats f-lactamases négatives étaient faibles
(0.064 et 0.094 pg/ml) par rapport aux isofsctamase positifs (1pug/ml). Cela indique que les
niveaux €élevés de résistance a la pénicilline @oemt étre attribués a la production de cette
enzyme.

Le taux de production d&lactamase énoncée dans la présente étude (57ekl%lMeve par
rapport a celui trouvé par (De Oliveiea al, 2000) (35.6%) et de celui trouvé en Turquie §33.
(Oncelet al,2004) , mais inférieur a celui rapporté par ( Bset al,2007) (66.7%).

Nos résultats suggerent que le test de détecti@nldetamase par la nitrocéfine est fiable, en
outre, il est de réalisation rapide et les réssil&int disponibles le jour suivant l'identification
bactérienne. Ainsi la mise en évidence depiactamase, en association avec les tests de
susceptibilité peut étre une méthode utile pouetherche rapide de la résistance potentielle a la

pénicilline (Jsteraset al.1999). Cependant, les réactions de la nitrocéfi@esont pas toujours
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évidentes. Certains bactéries provoque un changeseeoouleur faible et l'inclusion des souches
de contréles positifs et négatifs est nécessaive fagre un jugement définitif, tel que recommandé
par le NCCLS (2002).

La raison la plus fréquente de I'échec de la teglmnichromogénique est probablement que
certains isolats peuvent nécessiter une expogitiéalable a un antibiotique de la classe des béta-
lactames avant de produirefldactamase (Lucas, 1979).

(De Oliveiraet al, 2000) ont constaté que seulement 35,6% dedssotwins deS. aureus
parmi 811 provenant de pays différents onttactamase positives dans le test chromogénique
initiale, mais aprés l'induction par un disque d@migilline, la proportion est passée a 57% . Un
pourcentage €élevé de souches inductibles indiggeat’exposition primaire peut ne pas détecter
toutes les souches capables de produire cette enzirautre part, la proportion des isolats
inductibles varie selon les pays de 0 a 35% (Haserl, 2005a). Fait intéressant, 50,9% des
souches en provenance des Etats-Unis ét@idmttamase positives par le test primaire avec un
supplément de 20,8 % de souches inductibles. Cacere contraste avec une étude antérieure
(Owenset al, 1997), qui ont déterminé que seulement 18% dashes deS. aureusétaientp-
lactamase positives et qu'aucune souches n‘ased@iiine production inductible fidactamase.

Comme l'induction par la pénicilline n'a pas éfectuée avant de tester la production de
B-lactamases dans cette étude, I'effet possibleeggnénomeéne sur la production de cette enzyme
par les souches isolées n’était pas connu.

Iy a plusieurs raisons pour ['utilisatiodes associations d’antimicrobiens (réduire
I'émergence d'agents pathogénes résistants, lanution de la toxicité en réduisant la dose, le
spectre complémentaire pour lutter contre les tidas poly microbiennes et I'action synergique).
Plusieurs combinaisons d’antibiotiques sont uggéour le traitement de la mammite bovine
comme I’Amoxicilline + acide clavulanique et ladmmycine + néomycine.

L’Amoxicilline + I'Acide Clavulanique est une assation largement utilisée en médecine
humaine pour le traitement des infectiors. aureug-lactamase positifs. L'Acide Clavulanique est
un inhibiteur de béta-lactamases. Méme si elle failote effet antibactérien, lorsqu'elle est uéis
en combinaison avec les pénicillines et les cépalones elle montre un effet synergique par
l'inhibition de lap-lactamase. Il existe plusieurs études démonttactivité de I'Amoxicilline plus
Acide Clavulanique contre les bactéries qui prowdas mammites. (Owens et Watts., 1988) ont
démontré une activité de 100% de I'Amoxicillinepkcide Clavulanique contre 722 isolats@le
aureuset SCN y compris les souchfdactamases positives en utilisant le test de sifiu en
gélose.

(De Oliveiraet al, 2000) ont rapporté une valeur Gl pour I'Amoxicilline plus Acide

Clavulanique qui variaient entre <0.06 a 0,125 [lg/Bans notre étude aucune résistance n'a été
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observée contre cette association que les southiestépositives ou négatives pour la production
dep-lactamases et la Chlétait de 0.75ug/ml ce qui démontre sa forte détivi

La méthode de diffusion de disque espliss couramment utilisée dans les laboratoires
vétérinaires en Algérie et dans de nombreux aupags. Il n'y avait pas de différences
significatives entre les méthodes (le E-test poasumer la CMI et I'antibiogramme standard pour
mesurer les diametres d’inhibition) lorsqu'il s&giit de classer les isolats bactériens comme
sensibles ou résistants aux 03 antibiotiques ddasse deg$-lactamines (PG ; AMP et AMX)
(tableau 25). Ces résultats sont en accord avecdm(Gianneechiret al, 2002).

Les résultats de I'antibiogramme pourraient étfeiémcés par plusieurs facteurs, tels que la
composition de la gélose, le pH, la densité dedlihum, la profondeur de la gélose, le calendtier e
le temps d’incubation. Kielbauch et al. (2000) onhsidérés la méthode de diffusion de disque
comme un outil utile lorsque le niveau de confoénaivec les directives de la NCCLS a été évalué
périodiquement.

2.3.1.3.2.2 Résistances aux autres agents antimicrobiens

Les macrolides et les lincosaminide sont des agertisicrobiens qui agissent en inhibant la
synthese des protéines bactériennes dépendantafktie(Watts et Salmon, 1997).

L’Erythromycine a été utilisée dans la présental@tpour représenter les macrolides, les
résultats obtenus (tableau 25) ont montré uneta@sis rare de$. aureusa cet antibiotique
(9.26%) comme il a été rapporté par diverses étotmsegOwenset al, 1997), (Langeet al,
1999) , (Erskineet al,2002) , Gianneechinet al,2002) , (Macovec et Ruegg, 2003) et (Rabetlo
al .,2005). Alors que (Bouaziz , 2005) n’a trouvé ug souche résistante entre 1998 et 2002
contrairement a (Heleibt al.,2012) ou la moitie des souches étaient résestant

Dans le méme sens aucune résistance n'a été obseomtre la Triméthoprime -
Sulfaméthoxazole en parfaite concordance avec @pu2005) e{Erskineet al.,2002).

Nos résultats en ce qui concerne la résistanceTatlacycline pour l&. aureug42.59%)
sont similaires a ceux de (Bouaziz , 2005) (38 @ 4en 1998 et 2002 respectivement) , mais
supérieur a ceux rapporter pasiler et al,2005) (27.9%) (Erskineet al,2002 ) (8.5%)et de
(Rabelloet d .,2005) (7.4%).

La comparaison des profils de sensibilité de nétuele & des études antérieures doit étre faite
avec prudence en raison des différences danstests de susceptibilité, dans la sélection des
vaches pour la collecte des échantillons de laltS¥; de la culture bactériologique (volume
d’'inoculum) et d’identification (nombre d’'UFC/ml)teles différences régionales dans les

populations d'agents pathogénes.
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Plusieurs facteurs autres que l'utilisation d'aitiabiens peuvent influencer les profils de
sensibilité¢ des pathogenes de la mammite. Le tssatriciel dans les mamelles des vaches
chroniquement infectés par & aureussmpéche souvent la pénétration des agents antiomecrs
(De Oliveira et al, 2000). Par conséquent, la recommandation généstl d'abattre tous les
animaux avec des infections chroniques. Le contd@e [IM causées par 8. aureusdevrait
impliquer de meilleures pratiques de gestion ettildsation sélective d’antimicrobiens.
Malheureusement, la plupart des agents antimionghigilisés en médecine vétérinaire s’appuient
encore sur les criteres d'interprétation dévelopoés les humains et la validité de ces criterag po
catégoriser les agents pathogénes vétérinaires eosemsibles ou résistants n'a pas été établie.
Actuellement, seule la pirlimycine et la combinaiseénicilline-novobiocine ont eu des criteres
d'interprétation élaborés a partir des donnéesnabteavec des pathogenes de la mammite. Ainsi,
l'utilité des données de sensibilité est limitda surveillance du pourcentage &saureusvec des
CMis aux dessus des valeurs seuil et ces valeupemeent étre utilisées pour prédire I'efficacité
clinique.

Il est possible aussi que I'utilisation d'antibqois a large spectre confere une résistance a la
pénicilline G plus que l'utilisation de cette malc seulementL'exposition deS. aureusa un
antibiotique peut conduire a l'acquisition de puss déterminants de résistance par la souche
depuis que ces déterminants coexistent souventdiméléments génétiques mobiles, qui peuvent
etre transférer comme éléments entiers d'une scuthetre.

La flore normale d'une vache laitiére peut étreosgp a un agent antimicrobien pendant le
traitement. Les traitements fréquents ou a lonméepeuvent provoquer le développement d’'une
pression de sélection pour les bactéries résidanteta peau (Gustafssat al, 2003). Les sites
frequemment colonisés par $ aureugpeuvent agir ainsi comme des réservoirs de résstdPar
consequent les souches sensibles peuvent acqaeératéerminants de résistance (Yazdanldtah
al., 2000) de ce réservoir. Les déterminants telsldag peuvent se propager par des éléments
génétiques mobiles, y compris la pénicillinase mid&ue, ou ce géne souvent coexiste avec des
genes comme sedtsej(Zhanget al, 1998).
2.3.1.3.2.3Résistance a I'Oxacilline

Le disque de Céfoxitine inclus dans la présenteleédtpermet la détection des souches
résistantes a la méthicilindlRSA dont aucune n'a été détectée dans notre étudpiicest en
accord avec les résultats obtenus lors d’étudedefites menées en Argentine (Ressil,2008)

, en UruguayGianneechinget al,2002) ,en nouvelle Zélande et en Danemark (Sakhah.,1998)
et au chili (San Martiet al.2002 ).
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La présente étude a montrée que 60% des souclsadeeustaient résistantes a plus d'un
agent antimicrobien testé et le profil prédomina » était a la fois la résistance a la Péni@lhn
I'Ampicilline + la Tétracycline (25.93%) suivi pde profil « A » (24.07%). Ceci peut étre la
conséguence de l'usage commun et incontrolée dgagges d'antimicrobiens en Algérie. De toute
évidence, ce sont les agents antimicrobiens les gduramment utilisés pour traiter les maladies

infectieuses.

Conclusion

Bien que I'étude des profils de résistance puisaeniir des informations importantes pour le
développement d'une prévention efficace et deggies de traitement, |'éradication des mammites
bovines &. aureusy'a pas été possible.

Des mesures de contrdle tels que la gestion dpdeuet le traitement adapté des vaches infectées
ne peuvent que réduire la prévalence et l'incidénoe niveau acceptable (Zadatsal, 2002a).

La méthode de diffusion des disques pour déternmaegensibilité aux antibiotiques, bien que
largement utilisée et financiérement attractivéspnte des limites. Elle est principalement uglisé
dans un but qualitatif, distinguant les isolatatégories « sensible, intermédiaire ou résistaat »
contrario de la méthode de la concentration minimale inhd#tqui elle est quantitative. Cette
méthode est donc limitée pour détecter les changiesnsebtils de sensibilité aux antibiotiques.
Toutefois, compte tenu de la nécessité de maintinisurveillance de la résistance aux
antimicrobiens dans un pays, il est important di@rapériodiquement la conformité des résultats
avec les lignes directrices de la CLSI. Il est égant important de surveiller régulierement les
concentrations minimales inhibitrices pour les $mscisolées a partir de différentes régions du
pays et une politique d’antibiothérapie responsaddeait tres pertinente dans un éventuel
programme de contrdle de mammites en Algérie.

D'aprés les résultats présentés ici, il semblelgyeoduction dei-lactamase mérite d'étre
étudiée pour les souches 8eaureusgsolées des cas de mammite en Algérie. Les disQaérase
disponible dans le commerce utilisés dans cettgeébour la détection de l'activité béta-lactamase
de S. aureusont été jugés utiles et permettent d’économisertaimps important de travail de
laboratoire.

Une corrélation compléte a été observée entredtats du test a la nitrocéfine et les CMis de la
Pénicilline G et de I'Ampicilline, se qui confirnteie la production dg-lactamase était la cause
essentielle de la résistance a la pénicilline $tephylocoques aureussponsables de mammites
cliniques et subcliniques. D’autre part la trésrmaptitude du test a la nitrocéfine a discrimieer
souches porteuses ou non du géne de résidbdacéHaveriet al, 2005 a) donne une supériorité a
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ce test comparativement a la méthode de la CMI fetrtiori de I'antibiogramme pour prédire la
sensibilité ou la résistance 8uaureus la pénicilline.

Le grand nombre d’isolats produisant Ipdactamase trouvés dans notre étude suggere que
I'administration dep-lactamines, en particulier la pénicilline, doitreétsoigneusement pris en
considération pour le contrle des mammites darégian de B.B.Arrerid,].

La résistance au deuxiéme rang a été observéeedmxytétracycline et peu ou pas de résistance a
été constatée contre I'érythromycine, I’Amoxicidin- Acide Clavulanique et la Triméthoprime —
Sulfaméthoxazole. La majorité des isolats résistarla Tétracycline étaient également résistants a
la pénicilline. Cette combinaison de résistancegaeinent été signalée auparavant pour &es
aureusisolés d'infections intramammaires (Waagal,2002).

Ainsi, la réalisation du test a la nitrocéfine suielques souches isolées a partir d'un petit nombre
de quartiers dans un troupeau apparait comme utfeodeérecommandable pour déterminer si la
Pénicilline G, dont on connait par ailleurs I'edfiité vis-a-vis des Streptocoques est un antihietiq
de choix dans I'élevage pour le traitement des mitgantCe test, réaliser immeédiatement (18 a 24
heures) aprés I'isolement primaire apporte unengpglus fiable, plus rapide et moins onéreuse
que l'antibiogramme.

En fin le contréle de la résistance aux antimi@ob dans les troupeaux laitiers devrait
tenir compte des pratiques de gestion globale paué le recourt a l'utilisation unique des agents
antimicrobien.

L’évaluation de l'activité des antibiotiques disjes est bénéfique aux praticiens et leur
fournis des données utiles sur les profils de t&@si® et leurs permet de choisir la meilleure
alternative. L'élargissement de I'étude en exaniifexctivité des antimicrobiens sur d’autres agents

infectieux sera plus bénéfique.
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Recommandations :

Notre étude, basée en majorité sur le test CMT powtépistage des mammites, nous a

permis de détecter une atteinte de 85.42 % enuies femelles laitieres avec des infections

subcliniques qui persistent pendant une longueedetépassent parfois a I'état clinique et a la

chronicité, constituant ainsi un risque de contagiour les quartiers sains. D’autre part ce travail

nous a permis l'identification de plusieurs factedle risques a prendre en considération si un

programme de lutte contre les mammites est envisage

Dans la situation actuelle en Algérie, vu qu’il xige pas un plan ou un réseau national de lutte

contre les mammites, on ne peut donc que préconisegnsemble de mesures prophylactiques

fondamentales pour réduire la prévalence des maamit

D’une maniére générale la lutte contre cette affagbeut étre maitrisée a I'aide d’'un programme

de gestion comprenant :

Le contrdle des conditions d’élevages a savoiogeient approprié et le renouvellement et
I'entretien de la litiere,

La stricte application des mesures d’hygiéne amend de la traite ainsi que I'utilisation et
I'entretien appropriés du matériel de traite.

Apprendre a reconnaitre les symptbmes des mamnptesyi les principaux points a
retenir : 'observation des premiers jets et lgpptibn du pis apres la fin de la traite,

Le respect de l'ordre de traite (vaches sainepréisdes vaches infectées) et la désinfection
systématique des trayons ;

Le traitement adéquat des mammites cliniques datian (respect de la dose et de la durée
du traitement) et la séparation des vaches atteimiasi que [I'élimination du lait
mammiteux,

Le traitement des cas subcliniques au tarissement ;

La réforme des vaches atteintes de mammites inesrab

la généralisation de ['utilisation du CMindividuel et sur le lait de mélanggii constitue
une alternative de choix vu son faible colt etamlité d’exécution et qui permet de mieux

détecter les vaches atteintes de mammite avantidager un traitement.

En fin pour I'application de ces mesures les éleveloivent suivre périodiguement des cycles

de formation sans oublié I'implication eti@obilisation des administrations et des acteursggsa

d’en assurer la mise en oczsuvre et le suivi.
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Annexe 1

Susceptibilité antimicrobienne et production de beta-lactamase
de souches de Staphylococcus aureus isolées dans les cas de mammite cliniques et subcliniques.

Protocole d’investigation sur la santé de la glande mammaire
Enquéte aupres d’éleveurs dont les troupeaux ont été inclus dans le cadre de la réalisation de cette

Enquéte N°:
Date :

Nom de I"éleveur: [

e —

FEEE i ——

Nombre de vaches en production :

Race : ——

Niveau de production moyen par vache (L) :



, Etude des procédures effectuées durant la traite :

1-1 Systeme de traite
[ Traite manuelle
[ Pots trayeurs
[ Salle de traite
O Lactoduc

1-2 Préparation des vaches

Les trayeurs nettoient ils leurs mains ou leurs gan ts avant la traite ?
O Ouiachaque fois

O Oui parfois

1 Non

Les trayeurs portent des gants durant la traite . Ouig Non B
Tous les trayons sont nettoyés avant la traite. Ouig Non

Méthode de nettoyage :

] Essuyage a sec
1 Avec bain de trayon prétraite
0 Aleau
[0 Eau avec désinfectant
O lavettes
O Autre:
L'eau utilisée est gardée propre et chaude. Oouid Non[d

- Utilisation d’un bain de trayon prétraite

Méthode d’application :
[0 Trempage
O Pulvérisation
[0 Mousse
- Utilisation des lavettes :

Produit utilisé :

Combien de lavettes utilisez-vous par vache ?

Une lavette par vache

Une lavette pour plusieurs vaches

Utilisation de serviettes jetables en papier

Utilisation de serviettes réutilisables en tissu

Utilisation d’'une méme serviette pour nettoyer les trayons de différentes vaches lors d'une méme
traite.

Une fois le nettoyage achevez ; essuyez-vouslestr ayons?  Oui[d Non[

oooono

Vous nettoyez les serviettes réutilisables en tissu ou lavettes :
[l Entre chaque traite

O Une fois par jour

O Autre:

Décrivez votre méthode de nettoyage des serviettes réutilisables en tissu ou lavettes :

Vos vaches sont traite combien de temps aprés la pr  éparation de la mamelle ?
O 30 secondes

O 01 a 02 minutes

[0 Pas immédiatement >03 minutes



1-3 Techniques de traite

Le temps moyen de traite par vache :

Massage du pis pour égoutter les vaches oui™d Non O
Manipulation de la griffe pour égoutter les vaches ouid Non J
Utilisation d’'un bain de trayon post-traite Ouild Non[d

- Détection des mammites lors de la traite :

Les premiers jets sont tirés sur chaque vache. OouiOd Nond

Ll Dans une tasse filtre
LI Sur le plancher sous les vaches
Sur les mains des trayeurs

Palpation des quartiers et des trayons avant la traite pour détecter une chaleur anormale  Oui [ Non [

Palpation des quartiers en fin de traite pour détecter la présence de nodules Ouid Non[

- Gestion des animaux atteints de mammites lors de la traite :

Identifications des vaches sous traitement ? Oui O o Non (O B

[ Isolées des autres vaches
1 A I'aide du numéro d'identification
] ldentification visuelle

Trayez-vous les vaches qui ont une mammite clinique
en dernier ou sur un circuit de traite spécifique? Ouid Non [

Trayez-vous les vaches qui ont une infection chronique
en dernier ou avec une unité de traite spécifique? Ouid Non(J



*-., Traitement et surveillance :

2-1 Traitements des vaches en lactation :

Nombre de vaches ayant présentées une mammite clinique durant :

Le dernier mois [
La derniére année [

Quel produit utilisez-vous en premiére intention pour le traitement d’'une mammite?

L uUn antibiotique
O Préparation homéopathique
O Préparation phytothérapique

O Autre

Fréquence de traitement d'un quartier atteint d'une mammite ——
Nombre de jour de traitement d’'un quartier atteint d’'une mammite 1
Désinfection du bout du trayon avant infusion d’antibiotique Oui O Non
Application d’un bain de trayon apres l'infusion d’antibiotiques? ‘Oui OO Non
2-2 Le tarissement :
Description de la méthode de tarissement :
Conduite alimentaire :

Arrét de la traite :

] Brutal

] Par traite intermittente
Isolement des vaches taries du reste des femelles en lactation ? Oui O Non

Traitement des vaches avec des antibiotiques au moment du tarissement
[0 Oui, de fagon systématique

L1 Oui, de fagon ciblé (CMT positif, CCI élevé, mammite clinique)

LI Non

2-3 Surveillance de la santé du pis :

Utilisez-vous le test CMT (California Mastitis Test) de fagon réguliere afin
de détecter la mammite sub-clinique? Oouid

Prélevez-vous des échantillons de lait pour culture bactériologique sur : Ouid

O Les vaches positives au CMT
O Les vaches dépassant un seuil limite de CCS

Non[]

Non[]



“*—w, Etude de I'environnement

Evaluation des conditions de logement

Type de stabulation :
O Libre
O Entravée

Dimensions :
Stabulation a aire paillée : m2
Stabulation : [] entravée

Nombre de logettes pour la stabulation a logettes :
Longueur :
Largeur :

Type de revétement :
Litiere : O Paille [ Copeaux de bois

Paillage :

Fréquence de paillage :

1-hiver: [1fois [2fois [autres
2-Eté: [O1fois [ 2fois [Oautres

Nettoyage :

Fréquences des raclages en stabulation :
Hiver :
Eté:

Rythme d’évacuation du fumier :
Hiver :
Eté :

Fréquence de désinfection du batiment :

] Une fois par an
O Plus d'une fois par an
L] Aucune désinfection

O Sable

[]a logettes :



des souches de Staphylococcus aureus isolées dans les cas de mammites cliniques et subcliniques.

Annexe 2

Susceptibilité antimicrobienne et production de beta-lactamase

Investigation d’un cas de mammite clinique

Nom de I'éleveur :
Adresse :

Vétérinaire traitant :

Numéro d’identification de I'animal :

stade de lactation :

Larace: numéro de lactation : poroduction iournaliere (L) :
Quartier (s) atteint | Av-D |Av-G |Ar-D [ArG | (s):
Etat générale de la vache La mamelle Température rectale Le lait Pathologie intercurente :
(°c)

- Alimentation : - Couleur: - Sécrétion lactée :

O normale [] Rosée ] Maintenue

U diminuée Ll Rouge L] Diminuée

- Rumination : L violacée O Suspendue

I Oui - Aspect du lait

O non ~ Douleur: [ Normal
O oui [ séreux
O non L] Grumeaux

Le jour du []Pus
prélévement - Animal couché - Couleur

O oui - Volume: 0 Blanc / jaunatre

I non L1 Normal U Bleue / vert
1 Enflé ] Noir / rouge
[ Trés enflé

- Lésions:
O plais
[1 Nodules
[] Autres :
TrAItEMENT IOCAI & et st st st e ettt et st e s aaeebe st sbesteseeaessenbesbesaetesessaaeebe st saenessensenteseres date e,

TrAItEMENT GENEIAL : .ottt ettt ettt teeteebe e seeseabe s eabesaeseassaseassasatesbensnseseasessasaesensarsansetesees date : e,




Annexe 3 : Appréciation de la propreté des vaches

Elevage 1 :
N° — b
d’identifiqation fl Y J’_' Total
de I'animal ' L Ay
34 17 79 08008 0,5 0,5 1
34 17 79 01002 0,5 1 1,5
34 17 79 07002 0 0,5 0,5
34 17 79 08002 0 0,5 0,5
3417 79 07004 0,5 1 15
34 17 79 07006 1 1,5 2,5
34 17 79 05002 1 1,5 2,5
FR 34 32 451236 0,5 1,5 2
34 17 79 09002 0,5 1 1,5
34 17 79 07008 1 15 2,5
34 17 79 06002 0,5 0,5 1
3417 79 07010 0,5 1 1,5
34 17 79 06004 0 1 1
Moyenne 1.5
Elevage 2 :
N° | !
d'identification Ly Total
de I'animal | (A
34 02 532 04002 0,5 1 1,5
34 02 532 06002 1 1,5 2,5
34 02 532 08002 1,5 1,5 3
34 02 532 06004 1,5 1 2,5
34 10 31 06004 0,5 0,5 1
34 02 532 03002 0,5 1 1,5
34 02 532 07002 0,5 1 1,5
34 02 532 05002 0,5 1 1,5
34 02 532 05004 0,5 15 2
34 02 532 08004 1,5 1,5 3
34 02 532 09002 0,5 1 1,5
Moyenne 1.95




Elevage 3:

N° L y
d’identification £ e Total
de I'animal | =
34 02 40 07014 1 2 3
34 02 40 05002 1 2 3
FR 39 10 10 0628 1 1,5 2,5
FR 39 20 70 5753 0,5 1,5 2
FR 39 37 76 0570 1 1,5 2,5
FR 39 10 08 0609 2 2 4
FR 25 20 83 6017 0,5 0,5 1
34 02 40 07006 0 1,5 1,5
FR 90 21 08 2470 0 0,5 0,5
FR 90 21 48 3992 1 2 3
FR 25 42 46 3365 0 0 0
34 02 40 06002 0,5 1,5 2
FR 25 34 55 1560 1 1,5 2,5
FR 39 30 32 0502 0 1 1
34 02 40 07008 0,5 2 2,5
34 02 40 07002 1 1 2
34 02 40 07016 1 2 3
FR 39 17 97 3110 2 2 4
AT 01 82 13616 2 2 4
34 02 115 09002 0,5 0,5 1
34 28 553 06002 2 2 4
34 02 115 07002 0,5 1,5 2
34 02 01 04002 1 1 2
FR 15 68 29 1702 0,5 0,5 1
34 02 01 09004 1 1,5 2,5
AT 24 72 25 714 0 1 1
Moyenne 2.21




Elevage 4 :

Elevage 5 :

N° !
d'identification o Total
de I'animal Bl A
34 02 118 08002 2 2 4
AT 17 82 82 816 1 1 2
AT 3399 36 216 1 1 2
FR 25 30 82 2375 0 1 1
34 02 118 01002 0 0,5 0,5
34 02 118 05006 1,5 1,5 3
34 17 460 02004 1,5 2 3,5
34 02 118 03002 1,5 2 3,5
34 02 118 03004 1,5 2 3,5
34 02 118 07002 1 1 2
Moyenne 2.5
Ne ! A
d’identification o Total
de 'animal Inr Ll
FR 39 25 53 0652 2 2 4
FR 71 2006 7073 1 1,5 2,5
FR 39 32 89 0535 1 1,5 2,5
FR 71 2006 7038 1 1 2
FR 71 2006 7037 1,5 1,5 3
FR 39 21 79 0262 1 1 2
FR 71 2006 7078 0,5 1 1,5
FR 39 32 29 0435 0,5 0,5 1
FR 39 32 29 0454 1 1,5 2,5
Moyenne 2.33




Elevage 6 :

Elevage 7 :

N° L
d'identification { — Total
de I'animal i S
FR 25 45 39 0332 1 1 2
FR 39 14 261 1,5 2 3,5
1207
FR 70 32 221 1,5 1,5 3
6210
FR 01 03 02 6946 0,5 0,5 1
FR 25 25 90 0183 0,5 0,5 1
FR 25 32 61 5433 1 1 2
FR 01 08 02 8935 0,5 1 1,5
FR 25 46 33 1736 1 1 2
FR 25 50 99 3286 0 0 0
FR 25 44 42 3182 0,5 0,5 1
FR 01 08 02 8924 1,5 2 3,5
FR 39 27 07 0798 1,5 2 3,5
FR 70 45 30 5142 0,5 0,5 1
FR 25 35 65 2129 1,5 15 3
FR 01 03 02 4415 1 0,5 1,5
FR 25 45 66 4516 1 0,5 1,5
FR 25 29 30 0018 1 1,5 2,5
FR 25 44 84 5243 1 1,5 2,5
FR 25 41 88 3355 1 0,5 1,5
Moyenne 1.97
NE
d'identification Ant’ P Total
de I'animal :
AT 66 74 14 314 1,5 2 3,5
DE 01 162 24 925 1,5 1,5 3
AT 92 1030714 1,5 2 3,5
DE 09 408 36 745 1 1,5 2,5
34 02 16 08002 1 1,5 2,5
Moyenne 3




Elevage 8 :

Elevage 9 :

N° .'
d’identification " Total
de I'animal M A
34 02 19 08008 2 2 4
34 02 19 07002 0 2 2
34 02 19 06004 0 1,5 1,5
34 02 19 01004 1,5 1,5 3
34 02 19 01002 0 2 2
34 02 19 04002 1,5 1,5 3
34 02 19 08004 1 1,5 2,5
DE 03 517 72 046 0 1,5 1,5
34 02 19 02002 1 1,5 2,5
Moyenne 2.44
N° = )
d'identification An 2 Pl Total
de I'animal ' o
34 02 1132 08002 0,5 1 1,5
34 02 1132 07002 0 1 1
FR 39 20 14 0511 0 0,5 0,5
34 02 1132 06002 0 0,5 0,5
34 02 1132 05002 0,5 2 2,5
34 02 1132 05004 1 2 3
34 02 1132 09004 0 1 1
AT 06 42 23 416 1 1,5 2,5
Moyenne 1.56




Elevage 10:

Elevage 11 :

N° J— A
d’identification % SO Total
de I'animal 1 L Ao
AT 28 55 00 816 0 0,5 0,5
AT 72 54 26 316 1,5 0,5 2
AT 92 86 25 314 0,5 1 1,5
AT 3386 29 716 0,5 1 1,5
AT 20 32 90 216 0,5 15 2
AT 335282 216 0,5 1 1,5
AT 04 88 74 916 0,5 0,5 1
AT 1921 03 916 0,5 1,5 2
Moyenne 15
N° — y
d’identification T Total
de I'animal 1 Ay
AT 54 16 51 609 0,5 15 2
AT 06 12 86 517 0,5 15 2
AT 06 18 13 317 1 15 2,5
AT 58 96 23 316 0,5 1 15
AT 2006 71 717 1 15 2,5
AT 935454 114 0,5 15 2
AT 13624117 0,5 15 2
AT 80 98 32 416 0,5 0,5 1
AT 28 67 618 17 0,5 15 2
AT 2153 37 316 0,5 0,5 1
AT 96 31 71 916 1 15 2,5
Moyenne 19




Elevage 12 :

N° _'
d’identifiqation ..-'l,i, = Total
de I'animal

DE 08 135 53 237 15 1,5 3
DE 08 134 08 274 2 2 4
34 26 67 06004 1 1 2
34 26 67 07006 2 2 4
DE 07 691 00 300 15 1,5 3
34 26 67 07002 1 1 2
DE 08 136 216 17 0,5 0,5 1
FR 27 12 89 6921 15 15 3
34 26 67 05002 0,5 0 0,5
DE 06 629 57 191 15 1,5 3
DE 08 135 62 032 1 0 1
34 26 67 05004 15 15 3
34 26 67 03002 15 15 3
FR 39 26 04 1273 0,5 0,5 1
34 26 67 06002 15 1,5 3
Moyenne 24




Annexe 4 : Fiche de suivi mammites subcliniques

NO
d'identification

La
Race

N°de
lactation

Quartiers

Score
CMT

Résultats de la
bactériologie

AVD

AVG

ARD
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AVD
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AVG

ARD

ARG

AVD

AVG

ARD

ARG

AVD
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Annexe o : résultats du CM'T et des analyses bactériologiques

Résultats de la Bactériologie
Total des quartiers
examinés )
& - S = = g | &
Q W > T o ) 5 o 3
) ) Q| 5 = 9 ® ® 3 =1
élevage 1 < < g 2 S o o x | &
e |3 |3 | ® |8
S .
t 8 2 2
(+) 6 1 1
(++) 18 1 7 5 1 1 2
(+++) 1 1
élevage 2
t 10 1 5 1 1 1 1
(+) 5
(++) 8 7 1
(+++) 3 1 1 1
élevage 3
t 20 2 5 3 1 2 5 1
(+) 10 1 3 1
(++) 30 2 2 6 8 5
(+++) 14 4 5 3 1 1
élevage 4
t 11 1 4 2 2 1
(+) 6 3 2
(++) 4 1
(+++) 6 1 3
élevage 5
t 6 2 2 1 1
(+)
(++) 10
(+++) 8 1 1 3 1 1 1
élevage 6
t 12 4 3 1 2 2
(+) 5 1 2 2
(++) 9 4 1 1 2
(+++) 16 2 3 3 1 3
élevage 7
t 6 5 1
(+) 1 1




(++) 1 1
(+++) 5 1 3 1
élevage 8
* 8 2 1 1 1 1
(+) 1
(++) 9 1 3 2 1
(+++) 2
élevage 9
* 2 1 1
(+) 7 5 1
(++) 7 2 1
(+++) 4 1 1
élevage 10
* 4 2 1
(+) 5 1 2 1
(++) 3 2
(+++) 2 1 1
élevage 11
* 5 1
(+) 3 1
(++) 5 2
(+++) 1 1
élevage 12
* 1
(+) 17 1 1 1
(++) 7 2
(+++) 2
Total 334 53 85 49 46 39 20 30




Annexe 6 : distribution des profils biochimiques et de
résistance des 34 souches de S.aureus isolées des cas de

mammites cliniques et subcliniques dans la région de
B.B.Arreridj

Profils Profils de
Biochimiques Résistance
6716153 G
6716151
6716153
6716151
6736153
6716153
6716151
6716153
6736152
6716151
6736153
6736153
6716153
6716151
6736152
6736153
6736152
6736153
6736153
6736152
6736153
6716153
6736153
6736153
6736153
6736152
6716153
6736153
6736153
6736152
6736152
6736153
6736153
6736152
6736152
6736153
6716153

élevage Nombre d'isolats

[EEN

10

12

RiRrwWRRRRRNWR R RIRR RPN R RRW RN R W R R R R R R RN e
S>> OXZEO0O00@O00wXMTTOOEOON>ONW>OW>OOMmOen(>>

FR 25 46 70 1533 1 6736153
34 02 979 09002 6736152
34 17 180 07002 1 6736152

[EEN

0o




Résumé

La production de3-lactamase et la susceptibilité in vitro a plusseagents antimicrobiens ont été étudiées pour 54
souches dé&taphylococcus aureusolées dans des cas de mammites bovines dantajewe Bordj Bou Arrerid,.
Cingquante sept pour cent (57.41%) des isolats {3¥taientl3-lactamase positives, le pourcentage de résistdace
ces souches a la Pénicilline G, a '’Ampicillind,@xytétracycline et &'Erythromycine était respectivement de 100%
,100%, 54.84% et 12.9%. Les isolB84actamase négatives étaient toutes sensibleBéniailline G et a I’Ampicilline

et seulement 26.09% (6/23) et 4.35% (1/23) éta&sistants respectivement a I'Oxytétracycline BEgthromycine.
Par contre aucune résistance n'a été observéeed@oxicilline plus Acide Clavulanique et |driméthoprime-
Sulfaméthoxazole pour les souches productrices asudel3-lactamaselLes concentrations minimales inhibitrices
moyennes de la Pénicilline G, d’Ampicilline, d’Amoiline plus Acide Clavulanique mesurées par lahnde E-test
qui inhibaient 50 % et 90 % des isolats étaienpaeivement de : 0.25; 0.75; 0.38 et 1; 1 ; Qu@dml pour les
souches R-lactamase positives et de 0.023 ; 0.04B4 et 0.064 ; 0.094 ; 0.125 pg/ml pour les Besc3-lactamase
négatives. Il a été conclu gu’il y avait bonne amdance entre la résistance a la Pénicilline Glétrapicilline et la
production de 3-lactamase paS&aureusPar conséquent, I'analyse du statut de produd@of-lactamase par le test
a la nitrocéfine de quelques souchessdaureugar troupeau a des intervalles de temps régularait comme un
outil fiable, rapide et économique pour identifies élevages dans lesquels la Pénicilline G, tcéiseaégalement
contre les Streptocoques, est un antibiotique dexgiour le traitement des mammites.

Mots clés :Mammite, Beta-lactamas8taphylococcus aureus,isceptibilitéantimicrobienne

Summary

A total of 54 strains ofStaphylococcus aurewgere investigated for their R-lactamase producioth susceptibility to
several antimicrobial agents. Strains were isol&tamh bovine mastitis cases in the departemenbadjlbou arrerid;.
p-Lactamase production was detected in 31 of thesateg57.41%).the percentage of resistance of these strains to
Penicillin G, Ampicillin, Oxytetracycline and Erytbmycin were respectively 100%, 100%, 54.84% an@%2The
3-lactamase negative isolates were sensitive t@ifi@nG and Ampicillin and only 26,09% (6/23) arg35% (1/23)
were resistant to Oxytetracycline and Erythromy@spectively. No resistance to Amoxicillin plus @l&anic acid
and Trimethoprim-Sulfamethoxazole was observed. Thieimum inhibitory concentrations of Penicillin G,
Ampicillin, Amoxicillin plus Clavulanic acid thanhibit 50% and 90% of isolates were respective]2500,75, 0,38,
1, 1, 0,75ug/ml for R-lactamase positive strairng @023, 0,047, 0,094 and 0,064, 0,094, 0,125ufpnB-lactamase
negative strains.

It was concluded that there was good correlatiomvéen resistance to Penicillin G and Ampicillin atie beta-
lactamase production ly. aureusTherefore, the analysis of R-lactamase produdiatus ofS. aureusstrains from
mastitis cases at regular time intervals appeas r@$iable, fast and economical method to iderfafyns in which
penicillin G, also very active agairStreptococgiis an antibiotic of choice for the treatment cigtitis.

KEY-WORDS: Mastitis, Beta-lactamas8taphylococcus aureuantibiotic susceptibility.
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